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Razvoj citogenetičkih tehnika pedesetih godina prošlog veka omogućio je da se 1959. 
godine prvi put postavi genetička dijagnoza kod pacijenta sa Daunovim sindromom. Od 
tada pa do danas, razvijen je veliki broj metodoloških pristupa za analizu hromozomskih i 
genskih promena koje leže u osnovi zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća. 
Otkriveno je preko sedamsto gena i veliki broj hromozomskih aberacija koje se nalaze u 
osnovi ovih entiteta. Zbog izrazite genetičke, ali i kliničke heterogenosti, često je potrebno 
mnogo vremena pre nego što se pacijentu postavi dijagnoza. Pored očiglednih benefita kao 
što su primena specifične terapije, prevencija očekivanih komplikacija ili reproduktivno 
planiranje, postavljanje dijagnoze omogućava pacijentima i njihovim porodicama da lakše 
prihvate bolest, kao i da donesu bolje odluke u oblasti edukacije, profesionalne orijentacije 
i socijalnih integracija.  
Ova disertacija u svojoj osnovi ima analizu korelacije kliničkih parametara sa 
promenama u broju kopija sa jedne strane i genskim alteracijama sa druge strane kod dece 
sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju i intelektualnim poteškoćama. Glavni cilj 
je formiranje dijagnostičkog algoritma genetičkih testiranja koji bi omogućio brže 
postavljanje genetičke dijagnoze i time unapredio ukupan kvalitet zdravstvenog 

















KARAKTERIZACIJA GENETIČKE OSNOVE ZAOSTAJANJA U RAZVOJU I 
INTELEKTUALNIH POTEŠKOĆA KOD DECE 
  
Uvod: Zaostajanje u razvoju i intelektualne poteškoće se u opštoj populaciji sreću sa 
učestalošću od 1-3% i predstavljaju najčešću indikaciju za upućivanje deteta kliničkom 
genetičaru. Mogu se javiti kao izolovan entitet ili zajedno sa urođenim anomalijama, 
neurološkim problemima i/ili autizmom ili drugim poremećajima. Genetički uzroci 
zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća uključuju širok spektar promena, od 
numeričkih i strukturnih hromozomskih aberacija, preko promena u broju kopija u genomu 
do mnogobrojnih genskih varijanti po tipu autozomno-dominantnih, autozomno-recesivnih, 
X-vezanih pa i mitohondrijskih alteracija.  Uticaj ovih promena je veći što je teža klinička 
slika. Zbog izrazite genetičke heterogenosti ovih bolesti mnogo pacijenata prolazi kroz 
takozvanu dijagnostičku odiseju koja se odnosi na veliki broj urađenih genetičkih i drugih 
dijagnostičkih testova pre nego što se postavi dijagnoza. Otkrivanje genetičkog uzroka 
bolesti između ostalog omogućava uvid u prognozu bolesti, primenu specifične terapije, 
prevenciju očekivanih komplikacija i informisanje pacijenata o genetičkom aspektu 
planiranja porodice. Prema trenutno važećim preporukama za pacijente sa zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama, urođenim anomalijama, i bolestima iz spektra autizma 
prvi test izbora je analiza molekularnog kariotipa. Novije studije ukazuju da se 
sekvenciranjem celog egzoma/genoma, kao prvim testom, mogu uspešno ispitivati deca sa 
suspektnim genetičkim bolestima, uključujući tu i zaostajanje u razvoju i intelektualne 
poteškoće. Konkretne i zvanične preporuke i smernice za upotrebu metoda sekvenciranja 
nove generacije za navedenu indikaciju još uvek ne postoje.  
Cilj: Ovo istraživanje je imalo za cilj utvrđivanje uzročnih varijanti, njihovog tipa i 
učestalosti kod dece sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju i intelektualnim 
poteškoćama, kao i ispitivanje korelacije genotipa i fenotipa. Na osnovu dobijenih rezultata 
planirano je kreiranje dijagnostičkog algoritma za primenu različitih genetičkih metoda u 
zavisnosti od kliničkih karakteristika pacijenta.  
 
Materijal i metode: U ovo ispitivanje je uključeno 220 pacijenata sa srednje teškim i 
teškim zaostajanjem u razvoju i intelektualnim poteškoćama. Promene u broju kopija u 
genomu su analizirane MLPA metodom i metodom molekularnog kariotipa. Genske 
varijante su analizirane metodom sekvenciranja nove generacije (NGS), korišćenjem panela 
„klinički egzom“. Za statističku obradu podataka korišćeni su Pirsonov hi-kvadrat test i 
Fišerov test tačne verovatnoće. 
Rezultati: MLPA metodom je identifikovana patogena varijanta u broju kopija kod 11 
pacijenata čime je postignuta dijagnostička moć od 10%. Analizom molekularnog kariotipa 
je identifikovana patogena/verovatno patogena varijanta kod 29 pacijenata čime je 
postignuta dijagnostička moć od 26,4%. Analizom panela “klinički egzom” je 
identifikovano 55 patogenih/verovatno patogenih varijanti kod 48 pacijenata čime je 
postignuta  dijagnostička moć od 43,6%. Ispitivanjem korelacije kliničkih parametara i 
rezultata molekularnog kariotipa utvrđeno je da je patološki nalaz molekularnog kariotipa u 
korelaciji sa prisustvom multiplih major mana i mikrocefalijom. Ispitivanjem korelacije 
kliničkih parametara i rezultata analize „kliničkog egzoma“ utvrđeno je da je patološki 
nalaz sekvenciranja „kliničkog egzoma“ u korelaciji sa  prisustvom jedne major mane. 
Zaključak: Ukupno, u našoj studiji je postavljena genetička dijagnoza kod 79 od 220 
ispitanika (35,9%). Identifikovano je 37 genskih varijanti koje prethodno nisu opisane u 
literaturi i četiri retke promene u broju kopija. Sve genske varijante su unesene u javno 
dostupnu ClinVar bazu. Formiran je dijagnostički algoritam za genetičko testiranje 
pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama. 
 
Ključne reči: zaostajanje u razvoju, intelektualne poteškoće, MLPA, molekularni kariotip, 
„klinički egzom“, sekvenciranje nove generacije, dijagnostički algoritam 
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SUMMARY   
 
A CHARACTERISATION OF THE GENETIC BASIS OF DEVELOPMENTAL 
DELAY AND INTELLECTUAL DISABILITY IN CHILDREN 
  
Introduction: Developmental delay and intellectual disability have a prevalence of 1-3% in 
general population and represent the most common reasons for referral to clinical 
geneticist. They can occur as an isolated phenotype or can be associated with congenital 
anomalies, neurological problems and/or autism or other clinical symptoms. Genetic causes 
of developmental delay and intellectual disability include wide range of changes, namely 
numerical and structural chromosomal aberrations, variations in copy number within the 
genome, as well as number of gene variants which include autosomal-dominant, X-linked, 
autosomal-recessive and mitochondrial alterations. The effects of these changes increase 
with the severity of phenotypic presentation. Due to the extreme genetic heterogeneity that 
characterizes these diseases, many patients undergo a diagnostic odyssey involving 
numerous genetic and other diagnostic tests before making a diagnosis. Finding out the 
genetic cause of the disease helps with the prognosis and enables application of specific 
therapy, prevention of expected complications and better understanding about the genetic 
aspects of family planning. Chromosomal microarray is considered as a first-tier clinical 
diagnostic test for children with developmental delay/intellectual disability, multiple 
congenital anomalies and autism spectrum disorder. Recent studies have shown that whole 
exome/genome sequencing, as a first-tier test can be used successfully for diagnostics in 
children with suspected genetic diseases, including those with developmental delay and 
intellectual disability. Official guidelines and recommendations for the next generation 
sequencing testing for listed indication are still lacking. 
Aim: The aim of the present study was to determine the causative variants, their type and 
frequency in children with  moderate and severe developmental delay/intellectual disability 
as well as genotype-phenotype correlations. Based on the acquired results, the aim was to 
create a diagnostic algorithm for applying different genetic methods according to the 
patient's clinical characteristics. 
 
Material and methods: This study comprised 220 patients with moderate and severe 
developmental delay and intellectual disability. Copy number variations within the genome 
were analysed with MLPA and microarray methodology. Gene variants were analysed 
using next generation sequencing (NGS), with targeted „clinical exome“ panel. Statistical 
analysis was performed using Pearson Chi-square and Fisher's Exact tests. 
Results: MLPA revealed presence of pathogenic copy number variants in 11 patients 
achieving diagnostic yield of 10%. Microarray analysis revealed presence of 
pathogenic/likely pathogenic variants in 29 patients achieving diagnostic yield of 26,4%. 
Sequencing of “clinical exome” revealed presence of 55 pathogenic/likely pathogenic 
variants in 48 patients achieving diagnostic yield of 43,6%. Correlation analysis of clinical 
parameters and microarray results showed correlation between the pathological microarray 
results and multiple major anomalies and microcephaly. On the other hand, correlation 
analysis of clinical parameters and “clinical exome” sequencing  results showed correlation 
between the pathological results of “clinical exome” and one major anomaly. 
Conclusion: Overall, the present study achieved the diagnosis of 79 out of 220 patients 
(35,9%). Thirty-seven novel gene variants and four rare copy number variants were 
identified. All gene variants were shared through publicly available ClinVar database. A 
diagnostic algorithm for genetic testing of patients with moderate and severe developmental 
delay and intellectual disability is proposed. 
 
Keywords: developmental delay, intellectual disability, MLPA, microarray analysis, 
„clinical exome“, next generation sequencing, diagnostic algorithm 
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1.1. Inteligencija i rani razvoj 
 
1.1.1. Definicija inteligencije 
 
Ne postoji jedinstvena definicija inteligencije. Sa namerom da naprave 
sveobuhvatnu definiciju, Leg i Hater (Legg and Hutter, 2006) su iz literature prikupili 70 
najcitiranijih definicija inteligencije, uključujući one koje su pronašli u medicinskim 
rečnicima i koje su dali psiholozi i naučnici koje se bave veštačkom inteligencijom. 
Zaključili su da većina definicija na drugačiji način formuliše istu ideju, i da bi definicija 
inteligencije trebalo da uključi tri aspekta: 
- Sposobnosti koje osoba ispoljava prilikom interakcije sa sredinom 
- Uspešnost u izvršavanju ciljeva i zadataka 
- Sposobnost adaptacije u različitim situacijama i sredinama 
Iz ove tri osnovne komponente inteligencije proizašla je neformalna definicija po 
kojoj je inteligencija mera sposobnosti osobe da postigne ciljeve u najrazličitijim 
okruženjima (Legg and Hutter, 2006). Osobine kao što su sposobnost učenja, adaptacije i 
razumevanja su sadržane u ovoj definiciji s obzirom da su neophodne za postizanje uspeha 
u najrazličitijim situacijama i sredinama. 
 
1.1.2. Rani razvoj 
 
Razvoj deteta je interaktivni proces sazrevanja, koji rezultuje napretkom motornih, 
kognitivnih, jezičkih, socio-emocionalnih sposobnosti, kao i sposobnosti za brigu o sebi 
(McDonald Culp, 2010). Razvoj napreduje kroz seriju miljokaza ili koraka i obično 
podrazumeva usavršavanje jednostavnijih veština pre učenja složenijih (Walker et al., 
2007). 
Multipli faktori utiču na postizanje razvojnog potencijala, uključujući telesno 
zdravlje, ishranu, odgovarajuću negu, odsustvo zanemarivanja i zlostavljanja i rano učenje. 
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Svi oni interaguju jedan sa drugim i međusobno podstiču proces razvoja, a u njihovoj 
osnovi su bi-direkcionalne interakcije inicirane od strane deteta ili staratelja, podržane 
sredinom (Black et al., 2017). Odgovarajuća nega se pre svega odnosi na kućno okruženje 
koje podržava zdravlje deteta i pravilnu ishranu, na emotivnu podršku, ali i razvojnu 
stimulaciju kroz igru i istraživanja, kao i zaštitu deteta od problematičnih situacija (Black 
and Aboud, 2011). Pozitivne asocijacije između odgovarajuće nege i zdravlja i rasta i 
razvoja deteta, demonstrirane su u brojnim studijama i podržane naučnim dokazima (Black 
et al., 2017). Prve tri godine života su naročito kritičan period za rast i razvoj dečjeg 
mozga, sa velikim potencijalom da utiču na kasniji socijalni, ekonomski i zdravstveni 
kvalitet života (Shonkoff et al., 2012). Briga o detetu nadilazi porodice i proteže se na 
čitavu zajednicu i podršku koju porodice dobijaju od nje (Bhutta et al., 2014).  
Značaj ranih fizičkih, socio-emocionalnih, kognitivnih i motoričkih razvojnih 
intervencija za rani razvoj je pokazan je u brojnim studijama (Daelmans et al., 2015; 
Peacock-Chambers et al., 2017; Lucas et al., 2018; Edmond et al., 2019). Za razvoj dece do 
treće godine naročito su značajne intervencije koje podstiču interakciju između deteta i 
okoline, posebno roditelja, kao i specifična ponašanja roditelja kao što je čitanje, pravilno i 
dosledno vaspitanje i trening spavanja (Peacock-Chambers et al., 2017). Osim porodice, 
veliki značaj u podsticanju razvoja ima i primarna zdravstvena zaštita koja je zadužena za 
informisanje roditelja/staratelja o značaju i načinima odgovarajuće brige i stimulacije dece 
(Hurley et al., 2016; Peacock-Chambers et al., 2017; Vaivada et al., 2017; Jeong et al.,  
2018). Pokazano je da vrlo jednostavne intervencije čak u neonatalnom periodu, kao što su 
rano dojenje, kontakt kože bebe sa kožom roditelja ili pranje ruku, značajno smanjuju 
morbiditet i mortalitet dece do pete godine (Edmond et al., 2019). Smatra se da su “zlatni” 
minuti, sati i dani nakon rođenja, veoma značajni za zdravlje i razvoj odojčeta (Lassi et al., 
2010; Lassi et al., 2015; Black et al., 2017).  
Postoje brojni dokazi da se u toku ranog razvoja u nervnom sistemu dešavaju velike 
promene u mijelinizaciji (Shonkoff et al., 2009). Iskustva i stimulacije tokom ranog razvoja 
aktiviraju određene neurone i neuronske mreže i učvršćuju ih kroz proces mijelinizacije, 
dok se neuronske mreže koje se ne koriste eliminišu kroz proces koji se naziva sinaptički 
pruning, čime se postiže povećanje efikasnosti neuronalne transmisije (Tierney and Nelson, 
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2009). Ova plastičnost mozga zasnovana na iskustvu omogućava bebama da se prilagode 
na različite sredinske uslove (Holtmaat and Svoboda, 2009). U periodu ranog razvoja 
postoje takozvani senzitivni ili kritični periodi kada su pojedini regioni mozga posebno 
podložni uticaju različitih iskustava (Britto and Pérez-Escamilla, 2013). 
Brojne studije su pokazale da rana životna iskustva utiču i na gensku ekspresiju. 
Efekat brige roditelja za dete se ostvaruje posredstvom uticaja na epigenetičke faktore kao 
što su metilacija DNK, posttranslaciona modifikacija histona i male nekodirajuće RNK 
(Kundakovic and Champagne, 2015). Epigenetičke promene mogu biti permanentne i kao 
takve se prenositi sa generacije na generaciju (Kanherkar et al., 2014).  
Za decu sa poteškoćama, intervencije u periodu ranog razvoja su ključne kako bi 
ostvarili svoj puni potencijal. Prema internacionalnoj klasifikaciji funkcionisanja, poteškoća 
i zdravlja Svetske zdravstvene organizacije, poteškoća nije samo biološka ili socijalna, već 
nastaje u interakciji zdravstvenog stanja i sredinskih i ličnih faktora (International 
Classification of Functioning, Disability and Health Children & Youth Version, 2007). 
Invaliditet, tj. poteškoća, se može pojaviti na tri nivoa: poremećaj strukture ili funkcije tela, 
limitirana sposobnost za određenu aktvinost kao što je kretanje ili čitanje, i/ili 
onemogućena integracija u društvo, kao što je nedostupno školovanje. Dakle, osobe sa 
invaliditetima uključuju one koji imaju dalekosežne psihičke, mentalne, intelektualne, 
senzorne ili motoričke poteškoće, koje mogu onemogućiti njihovu punu i efektivnu 
integraciju u društvo. Neke bolesti koje su asocirane sa invaliditetima se mogu 
identifikovati prenatalno, druge se identifikuju nakon rođenja ili kasnije u životu, dok neke 
osobe celog života ostanu bez dijagnoze. Dijagnostičke mogućnosti zavise od mnogo 
faktora, uključujući prirodu i težinu bolesti, kao i dostupnost ustanova u kojima se 
dijagnoza može postaviti. (International Classification of Functioning, Disability and 
Health Children & Youth Version, 2007). 
 
1.2. Definicije i klasifikacija zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća 
 
Zaostajanje u razvoju i intelektualne poteškoće se u opštoj populaciji sreću sa 
učestalošću od 1-3% (Moeschler et al., 2014) i predstavljaju najčešću indikaciju za 
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upućivanje deteta kliničkom genetičaru (Rauch et al., 2006). Mogu se javiti kao izolovan 
entitet u kom slučaju je u pitanju nesindromski oblik bolesti, ili zajedno sa urođenim 
anomalijama, neurološkim problemima i/ili autizmom ili drugim poremećajima, kada se 
radi o sindromskom obliku bolesti. Češće se javljaju kod dečaka u odnosu na devojčice 
(1,4:1). Zaostajanje u razvoju i intelektualne poteškoće su izrazito klinički i genetički 
heterogene bolesti. Imaju značajan uticaj na sposobnost adaptacije (engl., fitness). U 
svakom konkretnom slučaju, jačina uticaja na fitness će zavisiti od stepena zaostajanja u 
razvoju/intelektualnih poteškoća, i prisustva tj. odsustva dodatnih patoloških stanja. Upravo 
iz ovog razloga, teško zaostajanje se najčešće javlja sporadično dok se blaže forme bolesti 
češće javljaju familijarno i šire kroz populaciju (Vissers, et al. 2016) . 
 
1.2.1. Zaostajanje u razvoju 
 
 Značajno zaostajanje u razvoju se definiše kao kašnjenje u usvajanju razvojnih 
miljokaza u nekom od razvojnih domena (fina i gruba motorika, jezik i govor, socijalne 
interakcije i društvenost, kognitivne funkcije, sposobnost za obavljanje svakodnevnih 
radnji), pri čemu je rezultat primenjenog standardizovanog testa za procenu ranog razvoja 
minimum dve standardne devijacije niži od proseka (Bellman et al., 2013). Značajno 
zaostajanje u dva ili više razvojna domena kod dece do pete godine je označeno kao 
globalno zaostajanje u razvoju (Shevell et al., 2003). Zaostajanje može biti i u 
pojedinačnim domenima, kao što je motoričko zaostajanje ili zaostajanje u jeziku/govoru. 
Trajni razvojni (motorički ili kognitivni) deficit neće imati sva deca sa zaostajanjem u 
razvoju, već on može biti i prolazan, npr. tokom perioda duže bolesti (Choo et al., 2019). 
Teži oblici zaostajanja u razvoju najčešće prethode intelektualnim poteškoćama i 
prepoznaju se veoma rano (Moeschler et al.,2014).  
Na prognozu bolesti kod dece sa zaostajanjem u razvoju mogu uticati brojni faktori, 
uključujući etiologiju bolesti, oblast u kojoj dete zaostaje, uzrast u kome je izvršena 
intervencija, kao i stepen angažovanosti roditelja/staratelja (Choo et al., 2019). U slučaju 
kasnog postavljanja dijagnoze zaostajanja u razvoju, gubi se mogućnost ranih intervencija, 
što rezultuje u problemima u učenju i ponašanju, kao i funkcionalnim nedostacima kasnije 
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u životu (Shevell et al., 2005). Mnoge studije su pokazale da rana identifikacija zaostajanja 
u razvoju i rana intervencija mogu imati dalekosežan pozitivan uticaj na razvoj i krajnja 
postignuća (Scherzer et al., 2012). Ključnu ulogu u ranoj identifikaciji zaostajanja u 
razvoju ima primarna zdravstvena zaštita (Choo et al., 2019).  
 
1.2.2. Intelektualne poteškoće 
 
Zaključak o postojanju intelektualnih poteškoća se ne može doneti samo na osnovu 
koeficijenta inteligencije (engl., intelligence quotient, IQ), već se intelektualne poteškoće 
definišu kao značajna intelektualna ograničenja (IQ<70) praćena poteškoćama u 
adaptivnom ponašanju, koja se javljaju pre 18 godine (Schalock et al., 2007). Stoga, 
dijagnoza se postavlja kod dece koja su starija od pet godina, s obzirom na to da za decu 
mlađu od tog uzrasta ne postoje odgovarajući testovi za određivanje koeficijenta 
inteligencije (Shevell et al., 2003). Termin intelektualne poteškoće je zamenio do skoro 





Svetska zdravstvena organizacija (Carulla et al., 2011) prepoznaje četiri kategorije 
intelektualnih poteškoća u odnosu na stepen zaostajanja:  
• Laka duševna zaostalost (IQ 50-69).  
U odraslom životnom dobu duševni razvoj odgovara uzrastu od 9 do 12 godina. 
Najveći broj pacijenata sa intelektualnim poteškoćama je u ovoj kategoriji. Laka 
duševna zaostalost podrazumeva usporen psihomotorni razvoj, kasnije 
prohodavanje i kašnjenje u razvoju govora, koji je slabije razumljiv i često 
preopširan. Mišljenje je konkretno, ispoljavanje emocija otvoreno i direktno. 
Pamćenje je često očuvano. Osobe sa lakim zaostajanjem najčešće mogu da se brinu 
o sebi (hranjenje, oblačenje, čuvanje od opštih opasnosti, održavanje higijene, 
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kontrola sfinktera) i obično pohađaju specijalne škole sa gradivom koje im je 
prilagođeno. Mogu obavljati jednostavne poslove.  
• Srednje teška (umerena) duševna zaostalost (IQ 35-49). 
U odraslom životnom dobu duševni razvoj odgovara uzrastu od 6 do 9 godina. 
Psihomotorni razvoj je upadljivo usporen. Govor je slabo razvijen a kontakt sa 
okolinom oskudan. Potreban je stalan nadzor i kontrola. Mišljenje je konkretno, 
pojmovi nejasni, pamćenje redukovano i mehaničko. 
• Teška duševna zaostalost (IQ 20-34). 
U odraslom životnom dobu duševni razvoj odgovara uzrastu od 3 do 6 godina. 
Veoma usporen psihomotorni razvoj. Govor je sveden na mali broj razumljivih reči. 
Osoba je u nemogućnosti da bilo šta nauči vežbom. Neophodna je stalna pomoć i 
nega. 
• Duboka duševna zaostalost (IQ<20).  
U odraslom životnom dobu duševni razvoj odgovara uzrastu ispod 3 godine. Osobe 
sa dubokim zaostajanjem imaju veoma ograničenu, praktično nemoguću 
samozaštitu, kontrolu sfinktera, komunikaciju i pokretljivost. 
 
1.3. Etiologija zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća 
 
1.3.1. Genetički faktori 
 
Genetički faktori imaju veoma značajnu ulogu u nastanku zaostajanja u razvoju i 
intelektualnih poteškoća i njihov uticaj je veći što je teža klinička slika. Srednje teške i 
teške forme bolesti se obično javljaju sporadično, i u najvećoj meri su uzrokovane 
heterozigotnim de novo mutacijama, dok se u osnovi blažih formi zaostajanja nalaze 
kompleksni modeli nasleđivanja. Evaluacija genetičkog uzroka zaostajanja u 
razvoju/intelektualnih poteškoća može biti veoma izazovna zbog izrazite genetičke 
heterogenosti ovih bolesti. Mnogo pacijenata prolazi kroz takozvanu dijagnostičku odiseju, 
koja se odnosi na dug put koji pacijenti prođu do postavljanja dijagnoze, te veliki broj 
urađenih genetičkih i drugih dijagnostičkih testova tokom godina (Vissers et al., 2016). 
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Genetički uzroci zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća uključuju promene 
u broju kopija (engl., copy number variation, CNV) i genske varijante mnogobrojnih 
autozomno-dominantnih, X-vezanih i autozomno-recesivnih gena. Autozomno dominantne 
alteracije su najčešće i nalaze se u osnovi bolesti kod oko 40% pacijenata, promene u broju 
kopija su zastupljene sa oko 25%, X-vezane recesivne alteracije su zastupljene oko 10% 
kod dečaka, dok su autozomno recesivne forme nasleđivanja retke u populacijama u kojima 
nema konsagviniteta. Kumulativna stopa detekcije, primenom svih raspoloživih 
metodologija, kod pacijenata sa srednje teškim i teškim intelektualnim poteškoćama je 55-
70% (Vissers et al., 2016). 
 
• Promene u broju kopija 
Hromozomske aberacije su već dugo poznate kao česti uzroci zaostajanja u razvoju 
i intelektualnih poteškoća. Aneuploidije koje se mogu identifikovati tradicionalnim 
citogenetičkim metodama se nalaze u osnovi bolesti kod oko 10% pacijenata (Rauch et al., 
2006). Među njima, najčešća je trizomija hromozoma 21 koja predstavlja genetički uzrok 
Daunovog sindroma i u osnovi je 6-8% intelektualnih poteškoća (Vissers et al., 2016). 
Druge ređe hromozomske aberacije uključuju trizomiju hromozoma 13 (Patauov sindrom) i 
trizomiju hromozoma 18 (Edvardsov sindrom). Monozomije bilo kog autozomalnog 
hromozoma su uglavnom letalne u najranijim stadijumima embrionalnog razvića. 
Strukturne hromozomske aberacije su raznovrsne a uključuju delecije, duplikacije, 
inverzije, translokacije i druge kompleksnije alteracije. Velike strukturne aberacije 
hromozoma su često asocirane sa sindromskim intelektualnim poteškoćama kao u slučaju 
Volf-Hiršhornovog sindroma (delecija 4p) ili sindroma mačjeg plača (delecija 5p). 
Aberacije koje su manje od 5-10Mb, dakle one koje se ne mogu identifikovati na 
svetlosnom mikroskopu, se obično nazivaju promenama u broju kopija, a podrazumevaju 
mikrodelecije i mikroduplikacije koje su veće od 1Kb (Rehm et al., 2013). Veliki broj 
malih promena u broju kopija je identifikovan kod zdravih osoba. Takve varijante su 
obično manje od 5Kb i ne sadrže značajne gene (Park et al., 2019). Do danas je 
identifikovan i veliki broj promena u broju kopija koje su asocirane sa sindromskim 
intelektualnim poteškoćama u okviru mikrodelecionih i mikroduplikacionih sindroma 
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(Nevado et al., 2014).  S obzirom da CNV obično rezultuju u promeni doze većeg broja 
gena, ovi sindromi se još nazivaju i sindromima  genskog kontinuiteta, a neki od češćih su 
sindrom delecije 22q11.2 (del(22)(q11.2)), Vilijamsov sindrom (del(7)(q11.23)) i Miler-
Dajkerov sindrom (del(17)(p13.3)). U pojedinim slučajevima pojedinačni dozno zavisni 
geni mogu biti identifikovani kao uzroci intelektualnih poteškoća kod mikrodelecionih i 
mikroduplikacionih sindroma kao što je duplikacija RAI1 kod Potocki-Lupski sindroma, 
delecija CHD7 kod Čardžovog sindroma, duplikacija MECP2 kod MECP2-duplikacionog 
sindroma i delecija EHMT1 kod Klefstra sindroma (van Bokhoven 2011). Kod pacijenata 
sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama kriptične promene u broju kopija su 
naročito česte u subtelomernim regionima hromozoma koji su veoma bogati genima (Novo-
Filho et al., 2016). Literaturni podaci ukazuju da su subtelomerni rearanžmani u osnovi 
bolesti kod 5-20% pacijenata sa idiopatskim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama (Flint et al., 1995; Knight et al., 1999; Xu and Chen, 2003; Rooms et al., 
2004). Dok su neki subtelomerni rearanžmani asocirani sa dobro definisanim kliničkim 
sindromima, druge vrlo često prati netipična klinička slika. Uz neurorazvojne simptome, 
pacijenti obično imaju i određene dismorfološke karakteristike i/ili urođene anomalije. 
U posebnu grupu mikrodelecionih sindroma bi se mogle svrstati bolesti imprintinga. 
Osnovu genomskog imprintinga čine epigenetičke modifikacije kao što su acetilacije i 
metilacije histona i metilacije DNK, koje omogućavaju ekspresiju specifičnih alela u 
zavisnosti od toga kog su parentalnog porekla (Eggermann et al., 2015). Delecija 
hromozomskog segmenta koji sadrži aktivni alel imprintovanog gena, rezultovaće u 
strukturnoj parcijalnoj monozomiji ali funkcionalnoj nulizomiji i nastanku sindroma kao 
što su Angelmanov sindrom (meternalna delecija, del(15)(q11.2q13)) i Prader-Vilijev 
sindrom (paternalna delecija, del(15)(q11.2q13)). 
Alteracija u broju kopija dozno zavisnih gena ima primarnu ulogu u patogenezi 
bolesti (Cooper et al., 2011). Pokazano je i da disrupcija regulatornih elemenata lociranih u 
nekodirajućim regionima takođe može imati ključnu ulogu (Zhang and Lupski, 2015). 
Procena patogenosti retkih individualnih promena u broju kopija predstavlja veliki izazov, 
kako zbog  poteškoća u identifikaciji konkretnih dozno-zavisnih gena tako i zbog njihove 
varijabilne ekspresivnosti (Park et al., 2019). Klinički značaj neke promene u broju kopija 
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se određuje na osnovu obrasca nasleđivanja (segregacione analize), veličine, tipa (delecija 
ili duplikacija), sadržaja gena i poređenjem sa varijantama koje su publikovane u literaturi i 
različitim bazama podataka (Martin et al., 2015).   
 
• Genske varijante 
Pored hromozomskih aberacija u osnovi zaostajanja u razvoju/intelektualnih 
poteškoća se nalaze i alteracije brojnih gena. Većina uzročnih genskih varijanti se nalazi u 
egzonima ili kanonskim mestima iskrajanja introna. Preostale varijante se nalaze u 
intronima, regulatornim sekvencama i nekanonskim mestima iskrajanja (Antonarakis et al., 
2000). Najnovija istraživanja su pokazala da de novo mutacije u regulatornim elementima 
koji su aktivni u fetalnom mozgu,  leže u osnovi 1-3% pacijenata sa intelektualnim 
poteškoćama (Short et al., 2018).     
Glavni uzrok teških, izolovanih, nesindromskih intelektualnih poteškoća su 
dominantne de novo intragenske mutacije, na šta ukazuje veliki broj istraživanja 
sprovedenih poslednjih godina (De Ligt et al., 2012; Gilissen et al., 2014; Hamdan et al., 
2014).  
Do danas, uzročne varijante X-vezanih intelektualnih poteškoća su identifikovane u 
preko 100 gena. Među njima, najčešće su patogene varijante FMR1 gena, uzročnika 
sindroma fragilnog X. Njegov ukupan doprinos intelektualnim poteškoćama je kod dečaka 
0,5%. Iako nijedan od preostalih X-vezanih gena pojedinačno ne doprinosi dijagnozi 
intelektualnih poteškoća više od 0,1%, njihov ukupan doprinos kod dečaka je oko 10%. 
 Autozomno-recesivno nasleđivanje je često kod sindromskih intelektualnih 
poteškoća, dok su izolovane intelektualne poteškoće vrlo retko uzrokovane alteracijama 
gena koje se nasleđuju recesivno. Izuzetak su populacije u kojima postoji veća učestalost 
konsagviniteta, i u kojima čak do 60% bolesnika ima recesivno nasleđivanje (Musante and 
Ropers, 2014). Do danas je otkriveno preko 100 uzročnih gena autozomno-recesivnog 
zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća (Vissers et al., 2016).  
Zahvaljujući studijama autozomno-dominantnih, X-vezanih i autozomno-recesivnih 
formi bolesti, do danas je identifikovano oko 700 uzročnih gena sindromskih i 
nesindromskih formi intelektualnih poteškoća. Smatra se da će metode sekvenciranja nove 
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generacije (engl., next generation sequencing, NGS) omogućiti da taj broj u narednim 
godinama pređe hiljadu (Slika 1) (Vissers et al., 2016).  
 
 
Slika 1. Grafički prikaz rasta broja otkrivenih gena asociranih sa izolovanim i sindromskim 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, prikazan prema tipu nasleđivanja. 
Vertikalne isprekidane linije predstavljaju momenat uvođenja analize molekularnog 
kariotipa (crvena) i sekvenciranja nove generacije (narandžasta) za detekciju novih 
uzročnih gena. Na slici se jasno vidi da ne postoji saturacija u identifikaciji uzročnih gena 
osim za X-vezane forme ove bolesti. Preuzeto od (Vissers et al., 2016). 
 
 
Dok je većina X-vezanih gena otkrivena, veliki broj autozomnih gena je još uvek 
nepoznat, uključujući i česte uzročnike bolesti. Na primer, pokazano je da tek nedavno 
otkriveni geni, ARID1B i DEAD, pojedinačno mogu da objasne više od 1% dijagnoza 
intelektualnih poteškoća (Santen et al., 2012; Snijders Blok et al., 2015). Od genskih 
varijanti najzastupljenije su nesinonimne nukleotidne izmene izgubljenog smisla (engl., 
missense), nesinonimne nukleotidne izmene bez smisla (engl., nonsense), varijante koje 
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menjaju otvoreni okvir čitanja (engl., frameshift), varijante koje ne menjanju otvoreni okvir 
čitanja (engl., in-frame), varijante koje se nalaze na mestima iskrajanja introna (engl., 
splice-site) i druge (Chiurazzi and Pirozzi, 2016). 
 
1.3.2. Negenetički faktori 
 
Sredinski faktori, samostalno ili u kombinaciji sa genetičkim faktorima, mogu biti 
uzroci nastanka zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća. Većina ovih faktora 
ispoljava svoje efekte još u toku prenatalnog života. Istraživanja su pokazala da perinatalna 
asfiksija i prenatalne infekcije i krvarenja, uz velike hromozomske aberacije, predstavljaju 
uzroke najtežih oblika intelektualnih poteškoća (Chiurazzi and Pirozzi, 2016).  
Izlaganje fetusa tokom trudnoće različitim teratogenima ima varijabilan efekat u 
zavisnosti od tipa teratogena, doze i dužine izloženosti teratogenu i stadijuma gestacije. 
Dejstvo teratogena je naročito štetno u prvoj polovini trudnoće. Teratogeni uključuju 
infektivne agense (rubela, citomegalovirus, varičela, toksoplazmoza, sifilis), fizičke agense 
(jonizujuće zračenje, hipertermija), bolest majke (dijabetes, fenilketonurija), sredinske 
hemikalije (herbicidi, organska jedinjena žive, industrijski rastvarači), lekove (talidomid, 
fentoin) i druge toksične suspstance kao što su droga i alkohol. Konzumiranje alkohola 
tokom trudnoće u odgovarajućim, jasno definisanim dozama, dovodi do ireverzibilnog 
oštećenja mozga bebe i vodeći je negenetički faktor rizika za nastanak intelektualnih 
poteškoća (O’Leary et al., 2013). Drugi čest uzročnik koji se može preduprediti je pušenje. 
Istraživanja su pokazala da pušenje duplira rizik za prenatalno zaostajanje u razvoju i 
prevremeno rođenje deteta koji za posledicu mogu imati dugoročne poteškoće kao što je 
cerebralna paraliza ili intelektualne poteškoće (Olds et al., 1994). 
Podaci u literaturi ukazuju i da nelečena hipotireoza kod majke u toku trudnoće, 
može predstavljati rizik za sniženi IQ, redukovane motoričke sposobnosti, kao i generalno 
lošiji psihomotorički razvoj, zaostajanje u ekspresivnom govoru i neverbalnoj kogniciji, i 
autizam (Päkkilä et al., 2015). 
Česti sredinski faktori kod kojih je moguća prevencija su deficijencija joda i 
neuhranjenost (majke i/ili deteta) i oni predstavljaju glavne uzročnike zaostajanja u 
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razvoju/intelektualnih poteškoća u zemljama u razvoju. Pokazano je i da je anemija 
uzrokovana deficijencijom gvožđa u asocijaciji sa zaostajanjem u neurorazvoju (Beard, 
2008). Učestalost faktora veoma varira između različitih područja, a zavisi kako od 
životnog stila i standarda majke, tako i od kvaliteta javno zdravstvenih sistema (Chiurazzi 
and Pirozzi, 2016).  
 
1.3.3. Patofiziologija zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća 
 
Razvoj funkcionalnog mozga zavisi od preciznih i kompleksnih faza proliferacije 
neurona i glijalnih ćelija, njihove migracije i sazrevanja. Neke intelektualne poteškoće su 
asocirane sa velikim malformacijama mozga (npr. holoprozencefalija, šizencefalija, 
porencefalija, agenezija žuljevitog tela, cerebelarna hipoplazija) ili sa poremećajima 
neuronalne migracije (npr. lizencefalija, pahigirija, dupli korteks, ventrikularna nodularna 
heterotopija) koji se mogu detektovati slikovnim tehnikama. U slučajevima kada je mozak 
morfološki normalne strukture, neuronske veze mogu biti poremećene disfunkcijom glije 
(npr. poremećaji mijelinizacije) ili interakcija neurona može biti poremećena na 
sinaptičkom nivou, kako zbog redukovanog broja dendritskih nastavaka tako i zbog 
neefikasne (ili preefikasne) sinaptičke transmisije (Dierssen and Ramakers, 2006). Na 
samom kraju, ako su i neuroni i glijalne ćelije dobro pozicionirane, povezane, i adekvatno 
funkcionišu, uzrok bolesti može biti toksična neurodegeneracija, tj. oštećenje ćelija 
taloženjem toksičnih jedinjenja, kao kod metaboličkih bolesti. Stoga, detaljna klinička 
evaluacija predstavlja ključ za postavljanje kliničke dijagnoze i identifikovanje specifičnog 
uzroka zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća (Battaglia and Carey, 2003; 
Moeschler et al., 2014; Srour and Shevell, 2014). 
Glavni molekularni i ćelijski mehanizmi koji se nalaze u osnovi zaostajanja u 
razvoju i intelektualnih poteškoća uključuju neurogenezu, neuronalnu migraciju, sinaptičke 





Tokom razvoja neurogeneza i ćelijska migracija se odvijaju u strogo kontrolisanim 
prostorno vremenskim uslovima, a neuroni formiraju kompleksne aksonalne i dendritske 
mreže. Poremećaji u procesima neurogeneze obično dovode do nastanka intelektualnih 
poteškoća asociranih sa mikrocefalijom (obim glave koji je za tri standardne devijacije 
manji od proseka za uzrast)  (Kaindl et al., 2010; Nicholas et al., 2010). Mikrocefalija 
nastaje kao posledica defektne funkcije centrozoma ili mehanizama popravke DNK i 
asocirana je sa genima koji imaju ulogu u ćelijskoj deobi i regulaciji ćelijskog ciklusa kao 
što su WDR62, CDK5RAP2, CASC5, ASPM, CENPJ, STIL i drugi (Faheem et al., 2015). 
 
• Neuronalna migracija 
Adekvatna regulacija neuronalne migracije je esencijalna za normalan razvoj i 
intelektualno funkcionisanje. Bolesti neuronalne migracije mogu biti posledica disrupcije 
različitih stadijuma migracionog procesa, uključujući početak migracije, samu migraciju i 
obustavu migracije. Svi ovi poremećaji dovode do nepravilne distribucije neurona u 
cerebralnom korteksu i nastanku bolesti kao što je lizencefalija koja podrazumeva 
takozvani “gladak” mozak, bez girusa i sulkusa, i asocirana je sa teškim intelektualnim 
poteškoćama (Verrotti et al., 2010). Klasična lizenceflacija tip 1 nastaje kao posledica 
alteracija u LIS1, koji kodira za protein asociran sa mikrotubulama. Poznato je da LIZ1 
(LIS1) interaguje sa citoplazmatičnim dineinom, fosfoproteinom NDEL1 i kinetohorom 
CLIP-170, kao deo kompleksa koji je jako važan u procesu neuronalne migracije 
(Wynshaw-Boris, 2007). Lizencefalije predstavljaju veliku grupu bolesti, a osim LIS1 , 
mogu biti uzrokovane i alteracijama DCX, TUBA1A, DYNC1H1, POMT1, POMT2, ARX, 
RELN, VLDLR i drugih gena (Di Donato et al., 2018). Osim lizencefalija, u poremećaje 
neuronalne migracije se ubrajaju i pahigirije, heterotopije sive mase i neke druge cerebralne 
disgenezije (Guerrini and Parrini, 2010).  
 
• Sinaptička funkcija 
Komunikacija između neurona se odvija putem hemijskih sinapsi koje omogućavaju 
protok informacije sa presinaptičkih krajeva aksona na postsinaptičke regione dendrita. 
Većina ekscitatornih sinapsi u mozgu se formira na dendritskim nastavcima (Hotulainen 
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and Hoogenraad, 2010). Molekularna arhitektura sinapsi podrazumeva presinaptičku 
membranu sa sinaptičim vezikulama u kojima se nalaze neurotransmiteri i postsinaptičku 
membranu sa neurotransmiterskim receptorima. Presinaptička i postsinaptička membrana 
su na određenoj distanci (10 do 25nm) na kojoj ih održavaju ćelijski adhezioni proteini 
(engl., cell adhesion molecules, CAMs) (Price et al., 2006). Ovi adhezioni proteini, kao što 
su neureksini i neroligini, imaju ulogu i u formiranju funkcionalnih presinaptičkih regiona, 
naočito u fuziji vezikula sa membranom i oslobađanju neurotransmitera. Dok su nureksini 
presinaptički receptori, neuroligini su ligandi nureksina locirani na postsinaptičkoj 
membrani. Alteracije NLGN3/4 (neuroligin 3/4) gena su identifikovane kod pacijenata sa 
intelektualnim poteškoćama i/ili autizmom (Vaillend et al., 2008), dok su alteracije gena iz 
neureksinske superfamilije, kao što su CNTNAP2 ili APBA2, asocirane sa autizmom i 
šizofrenijom, što ukazuje da sinaptička disfunkcija može biti uzrok različitih 
neurorazvojnih bolesti (Bessa et al., 2012). 
Na presinaptičkoj membrani, neurotransmiteri kao što su glutamat i gama 
aminobutirična kiselina (engl., gamma aminobutyric acid, GABA), su deponovani u 
sinaptičkim vezikulama.  Prijanjanje i fuziju vezikula sa membranom kontroliše SNARE 
(engl., slabile N-etylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) kompleks i 
brojni drugi proteini. Protien STXBP1 reguliše VAMP2, sintaksin 1 i SNAP koji 
predstavljaju ključne elemente u transportu vezikula. De novo patogene varijante i 
haploinsuficijencija STXB1 gena su uzročnici autozomno-dominantnog Otatara sindroma, 
koji odlikuje epileptička encefalopatija i teško razvojno i intelektualno zaostajanje (Saitsu 
et al., 2008; Saitsu et al., 2010)  
Presinaptičke vezikule su prekrivene Rab proteinima, naročito Rab3, koji ima 
značajnu regulatornu ulogu u transportu sinaptičkih vezikula. Rab proteini su podgrupa Ras 
familije malih GTPaza, koje su obično aktivne u asocijaciji sa GTP-om, a inaktivne kada je 
za njih vezan GDP. Vezivanje GDP-a i GTP-a regulišu GTPaza-aktivirajući proteini (engl., 
GTPase-activating protein, GAP) i guanin-nukleotid-disocijacija-inhibitori (engl., 
guanosine nucleotide dissociation inhibitor, GDI) koji promovišu inaktivno stanje i guanin-
nukleotid-zamenski faktori (engl., guanine nucleotide exchange factor, GEF) koji stimulišu 
aktivnost Rab proteina. GAP, GDI i GEF proteini regulišu transport vezikula i njihovu 
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fuziju sa membranom moduliranjem asocijacije/disocijacije Rab proteina sa vezikulama 
preko kontrole njihovog GDP-vezanog stanja. Dva proteina uključena u ove procese koji su 
u asocijaciji sa intelektualnim poteškoćama su GDIα i Rab3GAP. X –vezani GDI-1 gen 
koji kodira za GDIα je prvi otkriveni gen kod nesindromskih intelektualnih poteškoća 
(D’Adamo et al., 1998). Rab39B gen koji je ključan za formiranje i održavanje sinapsi, 
uzrok je X-vezanih intelektualnih poteškoća asociranih sa autizmom, epilepsijom i 
makrocefalijom (Giannandrea et al., 2010), dok su alteracije Rab3GAP u osnovi Varburg-
Mikro sindroma, recesivne bolesti koja se odlikuje abnormalnim razvojem mozga i teškim 
intelektualnim zaostajanjem (Morris-Rosendahl et al., 2010). 
Postsinaptička membrana na dendritima uključuje neurotransmiterske receptore, 
komponente citoskeleta, adapterske proteine, endocitotsku mašineriju, šaperone i brojne 
signalne regulatorne puteve uključene u diferencijaciju postsinaptičkih regiona i 
uspostavljanje funkcionalnih sinapsi (Bessa et al., 2012). Veliki broj gena koji su u 
asocijaciji sa X-vezanim intelektualnim poteškoćama kodira za postsinaptičke proteine. 
Neki kodiraju za komponente ili regulatore glutamatnih receptora, kao što su GluR3 i 
SAP102 i PLP1, ili za proteine koji imaju ulogu u maturaciji dendritskih nastavaka i 
formiranju sinapsi kao što je SHANK2. Pokazano je da su alteracije SHANK2 u asocijaciji 
sa intelektualnim poteškoćama i autizmom (Berkel et al., 2010).  
 
• Regulacija genske ekspresije 
Genska ekspresija i sinteza proteina su precizno definisani procesi determinisani u 
sadejstvu dinamike hromatina, transkripcionih aktivatora/represora i regulacije iskrajanja, 
eksporta, posttranslacione regulacije i degradacije RNK. Alteracije ovih mehanizama mogu 
dovesti do deregulacije genske ekspresije. Ukoliko do promena u genskoj ekspresiji dođe u 
nekom od kritičnih razvojnih stadijuma, to može dovesti do patoloških promena u razvoju 
mozga i/ili njegovom funkcionisanju. Neuroni su visoko specifične ćelije u kojima 
metabolizam RNK igra ključnu ulogu u njihovom funkcionisanju, naročito tokom 
neurorazvoja, kada informacione RNK transportovane u aksonalne i dendritske nastavke 
regulišu rast neurona (Hengst and Jaffrey, 2007). Nakon formiranja sinapsi, nastavlja se 
transport RNK u dendritske nastavke gde se vrši translacija proteina koji su ključni za 
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funkcionisanje sinapsi. Ovi procesi igraju ključnu ulogu u sinaptičkom plasticitetu i u 
korelaciji su sa memorijom i učenjem (Bessa et al., 2012). 
Geni asocirani sa intelektualnim poteškoćama koji kodiraju za regulatore puteva 
signalne transdukcije, transkripcione faktore i kofaktore koji učestvuju u remodelovanju 
hromatina, regulaciji genske ekspresije i maturacije proteina, su veoma brojni (Renieri et 
al., 2005; Santos et al., 2006; McClung and Nestler, 2008). Aktivacija glutamatnih 
receptora inicira veliki broj postsinaptičkih signalnih kaskada, kao što je MAPK/ERK 
signalni put. NF1 protein asociran sa neourofibromatozom tip 1 i RSK2 gen asociran sa 
Kofin-Lovrijevim sindromom su aktivatori ovog signalnog puta. Dok NF1 reguliše 
MAPK/ERK preko Ras proteina (Simanshu et al., 2017), RSK2 deluje nizvodno od 
Ras/ERK kaskade i uključen je u transkripcionu aktivaciju remodelovanjem hromatina 
(Merienne et al., 2001). Sa druge strane, proteini kao što su MECP2, CDKL5 i ZNF41 
inhibiraju transkripciju. MECP2 i CDKL5 to čine vezivanjem za metilovanu DNK dok 
ZNF41 sadrži transkripcioni represorni domen (Bessa et al., 2012). Geni koji kodiraju za 
RNK vezujuće proteine su takođe asocirani sa intelektualnim poteškoćama. 
Najproučavaniji je FMRP protein (kodira ga FMR1), koji se može vezati za brojne 
informacione RNK, od koji neke kodiraju za proteine važne za neurorazvoj i plasticitet. 
Kao odgovor na stimulaciju metabotropnih glutamatnih receptora, FMRP kontroliše 
lokalizaciju iRNK u dendritima i njihovu translaciju (Bassell and Warren, 2008; Dictenberg 
et al., 2008). Drugi molekuli koji su asocirani sa intelektualnim poteškoćama su mikro 
RNK koje regulišu gensku ekspresiju putem inhibicije translacije ili utišavanjem 
transkripcije. Mnoge od ovih mikro RNK su eksprimirane u mozgu i imaju esencijalnu 
ulogu u razvoju neurona (Radhakrishnan and Anand, 2016).     
 
1.3.4. Somatske varijante, nekodirajuće varijante i kompleksno nasleđivanje  
 
Uzročne varijante zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća su uglavnom 
germinativne alteracije gena, međutim, najnovija istraživanja ukazuju da i drugi genski 




Postzigotne, somatske alteracije, uzrokuju značajnu proporciju slučajeva i imaju 
značajne implikacije na predikciju rizika, dijagnozu i pristup pacijentu (Soden et al., 2014). 
Somatske patogene varijante se akumuliraju u našim ćelijama tokom razvića i tokom celog 
života, i mogu dovesti do bolesti ukoliko se nađu u dovoljnom broju ćelija koje će se zbog 
njihovog prisustva drugačije razvijati i funkcionisati (Poduri et al., 2013). Istraživanja na 
DNK izolovanoj iz periferne krvi su pokazala da se značajna proporcija tačkastih mutacija i 
promena u broju kopija javlja postzigotno (Campbell et al., 2014; Acuna-Hidalgo et al., 
2015). Na značaj analiziranja uzoraka moždanog tkiva ili čak pojedinačnih neurona, kako 
bi se u potpunosti razumela uloga somatskih alteracija u nastanku intelektualnih poteškoća i 
drugih bolesti mozga, ukazale su studije u kojima je dokazano da su somatske mutacije 
uzročnici kortikalnih malformacija (Riviere et al., 2012; Jamuar et al., 2014). 
Sekvenciranjem pojedinačnih ćelija pokazano je da su somatske promene u broju kopija 
prisutne u većini humanih neurona. Neke od njih su nastale tokom neurogeneze pa se mogu 
detektovati u velikom broju ćelija potvrđujući time njihovu ulogu u nastanku bolesti 
(McConnell et al., 2013; Cai et al., 2014). 
Istraživanja korelacije genotipa i fenotipa kod pacijenata sa intelektualnim 
poteškoćama su pokazala da pojedinačne genske alteracije retko same mogu u potpunosti 
objasniti fenotip. U prilog tome ide i činjenica da kod pacijenata sa istim de novo 
germinativnim mutacijama postoji značajna fenotipska varijabilnost. To nije iznenađenje s 
obzirom na to da se zajedno sa identifikovanom uzročnom varijantom nasleđuje još šest 
milijardi nukleotida. Varijacije pojedinih nukleotida mogu uticati na ekspresivnost i 
penetrantnost bolesti. Podaci u literaturi ukazuju da varijabilna penetrantnost i 
ekspresivnost postoje i kod dobro definisanih uzročnih promena u broju kopija, a uzrok 
tome je postojanje dodatnih hromozomskih aberacija (Sharp et al., 2008).  
Nekodirajuće varijante su locirane izvan gena i objašnjavaju oko 3% dijagnoza 
intelektualnih poteškoća (Cooper et al., 2010). Identifikacija ovih varijanti i proučavanje 
njihovih fenotipskih efekata je postalo moguće poslednjih godina zahvaljujući tehnološkom 
napretku. Otkriveni su brojni utišivači, insulatori i represorni elementi širom genoma, a 
takođe je i nova CRISPR-Cas9 tehnika primenjena za razumevanje fenotipskih efekata 
varijanti u ovim regionima. Iako još uvek nema pomaka na polju intelektualnih poteškoća, 
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uspešnost CRISPR-Cas9 editovanja je pokazana kod retkih malformacija ekstremiteta 
(Lupianez et al., 2015). Potencijal ovog pristupa u izučavanju intelektualnih poteškoća je 
veoma veliki i sigurno će doprineti boljem razumevanju bolesti.  
 





Analiza kariotipa je analiza hromozomskog komplementa sa ciljem detekcije 
numeričkih i strukturnih hromozomskih rearanžmana koji su česti uzročnici zaostajanja u 
razvoju/intelektualnih poteškoća. Ova metoda podrazumeva kultivaciju ćelija koje se dele 
(najčešće limfocita periferne krvi), preparaciju i bojenje hromozoma, a zatim njihovu 
analizu na svetlosnom mikroskopu. Omogućava detekciju hromozomskih rearanžmana koji 
su veći od 5-10 Mb (Yokoyama et al., 2018). Stopa detekcije uzročnih mutacija kod 
pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju analizom kariotipa je 3-6,5% 
(ne računajući Daunov sindrom kao najčešću formu intelektualnog zaostajanja prisutnu kod 
6-8% dece sa intelektualnim poteškoćama) (Vissers et al., 2016). Iako je u većini razvijenih 
zemalja napuštena zbog svojih ograničenja, u zemljama sa limitiranim resursima se još 
uvek koristi, zbog svoje dostupnosti i cene analize, uglavnom kao prvi dijagnostički test 
kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama.  
 
1.4.2. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) 
 
Fluorescentna in situ hibridizacija (engl., fluorescence in situ hybridization, FISH) 
je metoda koja omogućava detekciju hromozomskih rearanžmana sa rezolucijom od 50 do 
100 Kb (Wiegant et al., 1991). Priprema preparata za FISH analizu se izvodi prema 
standardnoj citogenetičkoj proceduri. Nakon hibridizacije fluorescentno obeleženih proba 
sa metafaznim hromozmomima ili interfaznim jedrima, signal se vizuelizuje na 
fluorescentnom mikroskopu. Kod pacijenata sa intelektualnim poteškoćama, ovom 
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metodologijom se najčešće analiziraju subtelomerni regioni hromozoma i regioni najčešćih 
mikrodelecionih i mikroduplikacionih sindroma. Subtelomerni regioni su veoma bogati 
genima, te njihove alteracije najčešće imaju značajne reperkusije na fenotip. Dodatno, 
subtelomerni regioni su podložniji aberantnim hromozomskim rearanžmanima u odnosu na 
druge regione hromozoma ( Behjati and Tarpey, 2013). Mikrodelecioni i mikroduplikacioni 
sindromi su specifični, dobro definisani klinički entiteti, koji predstavljaju češće uzroke 
zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća, i koji obično zahvataju veći broj gena. Stopa 
detekcije subtelomernih rearanžmana FISH metodom kod pacijenata sa srednje teškim i 
teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama je procenjena na 7,4%. Ista 
studija je pokazala da stopa detekcije kod pacijenata sa blagim intelektualnim poteškoćama 
iznosi svega 0,5% ( Knight et al., 1999). 
 
1.4.3. Višestruko umnožavanje proba zavisno od ligacije (MLPA) 
 
Metoda višestrukog umnožavanja proba zavisnog od ligacije (engl., Multiplex 
ligation-dependent probe amplification, MLPA) je molekularno-citogenetička metoda koja 
omogućava detekciju promena u broju kopija do šezdeset različitih DNK sekvenci. MLPA 
se bazira na lančanoj reakciji polimerizacije (engl., polymerase chain reaction, PCR) a 
podrazumeva korišćenje jednog para prajmera za umnožavanje različitih sekvenci. 
Sekvence se identifikuju kapilarnom elektroforezom na osnovu poznate dužine, a procena 
prisustva delecije/duplikacije se izvodi na osnovu intenziteta fluorescentnog signala 
poreklom od proba specifičnih za svaku sekvencu. Za pacijente sa zaostajanjem u razvoju i 
intelektualnim poteškoćama naročito je značajna MLPA analiza subtelomernih regiona 
hromozoma, kao i MLPA analiza mikrodelecionih i mikroduplikacionih sindroma, koji su 
najčešće udruženi sa intelektualnim poteškoćama. Procenjeno je da se MLPA analizom 
subtelomernih regiona može detektovati 92,6% od ukupnih slučajeva subtelomernih 
rearanžmana (Santa María et al., 2016). Stopa detekcije MLPA analize subtelomernih 
rearanžmana kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, 
korišćenjem kitova SALSA MLPA P036 i SALSA MLPA P070, varira od 5-10% u 
različitim studijama, u zavisnosti od kriterijuma koji su korišćeni za odabir pacijenata 
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(Palomares et al., 2006; Wu et al., 2010; Behjati and Tarpey, 2013; Mundhofir et al., 2013; 
Pohovski et al., 2013; Medina et al., 2014; Damnjanovic et al., 2015; Santa María et al., 
2016). Pokazano je da su subtelomerni rearanžmani značajno češći kod pacijenata sa 
srednje teškim i teškim intelektualnim zaostajanjem u odnosu na one za blažom formom 
bolesti (Knight et al., 1999; Vissers et al, 2016). MLPA metoda se pokazala kao tačna i 
pouzdana u identifikaciji delecija, duplikacija i amplifikacija koje se nalaze u osnovi 
mnogih bolesti, uključujući i one koje su uzrokovane subtelomernim rearanžmanima 
(Palomares et al., 2006).  
U zemljama sa ograničenim resursima postoji tendencija formiranja posebnih 
dijagnostičkih algoritama za različite poremećaje, kojima se može postići postavljanje 
dijagnoze kod značajnog broja pacijenata uz prihvatljive troškove (Jehee et al., 2011). U 
više studija je pokazano da se kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama kombinovanjem kitova za subtelomerne rearanžmane (SALSA MLPA P036 i 
SALSA MLPA P070) i mikrodelecione/mikroduplikacione sindrome (SALSA MLPA 245), 
može postići stopa detekcije od 9,3% (Boggula et al., 2014) do 14% (Pohovski et al., 
2013).  
 
1.4.4. Molekularni kariotip 
 
Analiza molekularnog kariotipa odnosno analiza kariotipa/hromozoma u formatu 
mikroniza (engl., chromosomal microarray, CMA) omogućava detekciju promena u broju 
kopija na nivou celog genoma. Postoje dva načina izvođenja ove analize: 
- analiza molekularnog kariotipa bazirana na komparativnoj genomskoj 
hibridizaciji (engl., comparative genomic hybridisation, CGH) koja se 
podrazumeva istovremenu hibridizaciju DNK pacijenta i zdrave osobe 
(kontrola) sa probama koje se nalaze na mikročipu. S obzirom da su obe 
DNK fluorescentno obeležene, zaključak o postojanju promena u broju 
kopija se izvodi na osnovu razlike u jačini fluorescentnog signala DNK 
pacijenta u odnosu na kontrolnu DNK (Levy and Burnside, 2019).  
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- SNP (engl., single nucleotide polymorphism) molekularni kariotip 
podrazumeva korišćenje proba poreklom iz genomskih regiona koji se 
razlikuju između individua na jednoj nukleotidnoj poziciji (SNP). Za razliku 
od molekularnog kariotipa koji se bazira na CGH, ovaj pristup podrazumeva 
poređenje fluorescentnog signala poreklom od DNK pacijenta sa signalima 
DNK normalnih kontrola, koje su posebno analizirane, normalizovane i 
kombinovane, kako bi predstavljale takozvani referentni set (in silico 
poređenje). Prednost ovog pristupa je što omogućava identifikaciju dugačkih 
regiona homozigotnosti. Većina SNP baziranih testova molekularnog 
kariotipa sadrži i probe za promene u broju kopija, i to su takozvani hibridni 
eseji (Levy and Burnside, 2019).    
 
Prema preporukama Američkog koledža za medicinsku genetiku i genomiku, 
analiza molekularnog kariotipa koja se koristi u kliničke svrhe bi trebalo da omogući 
identifikaciju delecija i duplikacija većih od 400 Kb (South et al., 2013) Zahvaljujući većoj 
dijagnostičkoj moći tj. većoj stopi detekcije uzročnih, patogenih ili verovatno patogenih 
varijanti, u odnosu na analizu kariotipa, FISH i MLPA analizu, danas je molekularni 
kariotip metoda izbora za analizu varijacija u broju kopija (Moeschler et al., 2014). 
Ispitivanje korelacije genotipa i fenotipa kod pacijenata sa identifikovanim 
patogenim delecijama i duplikacijama metodom molekularnog kariotipa, dovelo je do 
definisanja novih sindroma i otkrića brojnih dozno zavisnih gena. Ovakav način 
identifikacije novih gena je i dalje aktuelan, čemu svedoče brojni radovi u najznačajnijim 
naučnim časopisima (Au et al., 2014; Reinstein et al., 2016). 
Retrospektivna studija preko dvadeset hiljada pacijenata koji su testirani analizom 
molekularnog kariotipa je pokazala da je dijagnostička moć ove metode od 15-20%, 
značajno veća u odnosu na dijagnostičku moć analize kariotipa, kojom se uzročne  
hromozomske aberacije mogu identifikovati u 3% slučajeva (kada se isključi Daunov 
sindrom i druge fenotipski prepoznatljive hromozomopatije), te da kod pacijenata sa 
razvojnim poteškoćama, autizmom i/ili kongenitalnim anomalijama, analizu molekularnog 
kariotipa treba primeniti kao prvi dijagnostički test (Miller et al., 2010). Rezultati studije 
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Miler i saradnika su potvrđeni i nedavno sprovedenim studijama (Cheng et al., 2019; Jang 
et al., 2019). Stope detekcije analize molekularnog kariotipa kod pacijenata sa zaostajanjem 
u razvoju/intelektualnim poteškoćama se kreću od 13% (Shoukier et al., 2013) do 30% 
(Cappuccio et al., 2016), u zavisnosti od korišćene metodologije i načina odabira 
pacijenata.  
 
1.5. Detekcija genskih varijanti kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju i intelektualnim 
poteškoćama 
 
Veliki pomak u otkrivanju uzročnih genskih varijanti postignut je pojavom 
metodologije sekvenciranja nove generacije (NGS). Ova metodologija omogućava 
simultanu analizu velikog broja gena, zbog čega je naročito pogodna za otkrivanje uzroka 
genetički heterogenih bolesti kao što su zaostajanje u razvoju i intelektualne poteškoće.  
U praksi se koriste raznovrsne platforme za sekvenciranje nove generacije koje se 
zasnivaju na različitim tehnologijama sekvenciranja DNK. Ono što je svim platformama 
zajedničko, je da se sekvenciranje mnogobrojnih malih fragmenata DNK odvija paralelno, 
zbog čega se ova metodologija još naziva i masivno paralelno sekvenciranje ili duboko 
sekvenciranje. Pri tome, svaka nukleotidna baza se „pročita“ više puta (dubina pokrivenosti 
sekvence), što je neophodno za dobijanje tačnih rezultata i uvid u prisustvo DNK varijacija. 
Bioinformatičkom analizom, sekvencirani fragmenti se sklapaju tako što se upoređuju sa 
sekvencama referentnog humanog genoma. Sekvenciranje nove generacije se može koristiti 
za sekvenciranje celih genoma ili definisanih specifičnih regiona od interesa, uključujući tu 
sekvenciranje oko 22.000 gena (sekvenciranje celog egzoma) ili manji broj pojedničanih 
gena (Behjati and Tarpey, 2013).   
Modaliteti primene sekvenciranja nove generacije kod pacijenata sa zaostajanjem u 
razvoju i intelektualnim poteškoćama obuhvataju analize genskih panela, uključujući i 
„klinički egzom“, sekvenciranje celog egzoma i sekvenciranje celog genoma (Klein and 
Foroud, 2017).  
Testiranje se može izvoditi na način da se testira samo pacijent ili da se testira 
pacijent zajedno sa roditeljima i takvo testiranje je označeno kao trio. Generalno se 
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smatra da je trio sekvenciranje superiornije od pojedinačnog sekvenciranja probanda, s 
obzirom na to da olakšava detekciju de novo varijanti i omogućava potvrdu udružene 
heterozigotnosti tokom interpretacije varijanti. Rezultati pet studija koje su poredile 
dijagnostičku moć pojedinačnog i trio sekvenciranja ukazuju da je verovatnoća detekci je 
uzročnih varijanti dvostruko veća kod trio sekvenciranja (Lee et al., 2014; Farwell et al., 
2015; Retterer et al., 2016; Sawyer et al., 2016; Meng et al., 2017). Zvanične preporuke 
i vodiči koji bi usmerili odluku kliničara ka pojedničanom ili trio sekvenciranju još uvek 
ne postoje. Ipak, stav Američkog koledža za medicinsku genetiku i genomiku je, da kada 
postoje tehničke mogućnosti, prednost uvek treba dati trio sekvenciranju, kao i da sve 
laboratorije treba da ustanove minimalnu pokrivenost sekvenci koja je neophodna za 
detekciju varijanti u skladu sa njihovim dijagnostičkim pristupom (sekvenciranje 
probanda, trio sekvenciranje, sekvenciranje panela, egzoma ili genoma) (Rehm et al., 
2013). 
Korišćenje metoda sekvenciranja nove generacije, naročito sekvenciranja celog 
egzoma i genoma, sa sobom nose veću verovatnoću detekcije takozvanih uzgrednih 
nalaza, odnosno patogenih varijanti koje se ne odnose na dijagnozu zbog koje je analiza 
rađena. Ukoliko se identifikuju u presimptomatskom periodu, ovakvi nalazi mogu 
omogućiti prevenciju morbiditeta ili mortaliteta kod nekih bolesti. Američki koledž za 
medicinsku genetiku i genomiku je dao listu od 59 gena za koje preporučuje izveštavanje 
u slučaju detekcije (Kalia et al., 2017).    
Kontinuitet u otkrivaju novih gena, unapređivanje znanja o genotipsko-fenotipskoj 
korelaciji, tehnološka unapređenja, kao i postepeno smanjenje troškova sekvenciranja, 
doprineće da sekvenciranje nove generacije postane jedinstven pristup u dijagnostici 
genetičkih bolesti (Noll et al., 2016; Stavropoulos et al., 2016; Clark et al., 2018; Lionel 
et al., 2018; Srivastava et al., 2019). 
 
1.5.1. Genski paneli 
 
Genski paneli se najčešće koriste u dijagnostici klinički jasno definisanih entiteta 
koji su genetički (lokusno) heterogeni, među koje ubrajamo i zaostajanje u razvoju i 
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intelektualne poteškoće (Bean et al., 2019). Prednost genskih panela se ogleda u tome što 
predstavljaju visoko validiranu analizu ograničenog broja jasno definisanih gena sa velikom 
pokrivenošću sekvence i smanjenom verovatnoćom detekcije uzgrednih patogenih varijanti, 
a uz relativno nisku cenu nakon inicijalne implementacije (Rehm, 2013). Ova metoda 
omogućava analizu samo onih gena koji su direktno povezani sa uočenim fenotipom 
(Dierking and Schmidtke, 2014). Zahvaljujući veoma visokoj pokrivenosti sekvence, 
genski paneli u poređenju sa sekvenciranjem celog egzoma i genoma imaju najnižu stopu 
lažno pozitivnih rezultata u okviru analiziranog seta gena (Klein and Foroud, 2017). 
Pojedine studije su pokazale da se kod Mendelovskih bolesti egzomskim sekvenciranjem 
mogu postići slične stope detekcije kao kod genskih panela, odnosno da egzomsko 
sekvenciranje može pokriti više od 98% varijanti identifikovanih primenom genskih panela 
(LaDuca et al., 2017).   
Američki koledž za medicinsku genetiku i genomiku je 2019. godine objavio 
tehničke standarde za dijagnostičke genske panele, od dizajniranja panela do izveštavanja 
rezultata analize, kako bi se postigla uniformnost između panela koje nude različite 
laboratorije, s obzirom na to da postoje velika odstupanja, kako u smislu broja i načina 
odabira gena, tako i u tehničkom smislu (npr. dubina pokrivenosti sekvence) (Bean et al., 
2019). Prema ovim standardima genski paneli treba da: 
- budu isplativi za konkretnu kliničku indikaciju, 
- imaju maksimalnu kliničku senzitivnost tako što će uključiti gene koji imaju 
definitivan, jak ili srednji nivo dokaza o asocijaciji sa određenom bolešću 
(Strande et al., 2017), 
- imaju maksimalnu kliničku specifičnost, tako što će isključiti gene 
nepoznatog značaja, sa limitiranim dokazima o asocijaciji sa nekom bolešću 
ili čak nedostatkom dokaza (Strande et al., 2017) 
- uključe dodatne testove za one gene/regione koji ne mogu biti dovoljno dobro 
ispitani metodologijom sekvenciranja nove generacije, kako bi se 
maksimizirala klinička korisnost testa,  
- u pojedinim slučajevima kada postoje novi dokazi, uključe gene nepoznatog 
značaja prema jasno definisanim kriterijumima (Bean et al., 2019). 
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Genski paneli su se pokazali kao efikasna strategija u postavljanju molekularne 
dijagnoze intelektualnih poteškoća, sa stopom detekcije od 25% (Redin et al., 2014). 
 
1.5.2. Sekvenciranje „kliničkog egzoma“  
 
Sekvenciranje “kliničkog egzoma”, koji se u stručnoj literaturi još naziva i 
medicinski egzom ili Mendeliom, podrazumeva sekvenciranje kodirajućih regiona oko 
5000 gena koji su asocirani ili su u verovatnoj asocijaciji sa bolestima čoveka (Okazaki et 
al., 2016; Bowling et al., 2017; Pajusalu et al., 2018). Najčešće korišćeni kit za ovu vrstu 
sekvenciranja je Tru Sight One Sequencing panel (Ilumina, San Dijego, Kalifornija). U 
skladu sa kliničkom slikom pacijenta i kriterijumima koji se koriste u određenoj 
laboratoriji, formiraju se specifični genski subsetovi za detaljnu analizu (Okazaki et al., 
2016; Pajusalu et al., 2018). Odabir gena na osnovu termina humane fenotipske ontologije 
(engl., human phenotype ontology, HPO) se pokazao kao dobar pristup u formiranju takvih 
subsetova (Maver et al., 2016). HPO je sveobuhvatna baza koja sadrži širok spisak 
fenotipskih karakeristika, pri čemu je svakoj od njih asocirana odgovarajuća grupa 
potencijalno uzročnih gena (https://hpo.jax.org/app/) (Robinson and Mundlos, 2010). Pošto 
su HPO anotacije asocirane sa uzročnim genima, one predstavljaju dobar način kreiranja 
genskih subsetova na osnovu fenotipa. Stoga, detaljan i informativan izveštaj kliničkog 
genetičara predstavlja temelj uspešne analize “kliničkog egzoma”. 
Sekvenciranje “kliničkog egzoma” je posebno uspešan pristup kod pacijenata sa 
atipičnom prezentacijom bolesti, nepotpunom penetrantnošću ili kompleksnim fenotipom 
koji nije moguće prezicno klasifikovati u određenu grupu bolesti (Maver et al., 2016). U 
ovakvim situacijama je vrlo teško odabrati konkretan manji genski panel i obično bi bio 
urađen veliki broj genetičkih testova pre postavljanja dijagnoze, ukoliko bi se ista uopšte i 
postavila. Odabir gena za analizu na osnovu fenotipa omogućava fleksibilnost u 
inkorporaciji i onih gena koji imaju minimalno preklapanje sa kliničkom prezentacijom kod 
pacijenta (Maver et al., 2016). 
Sekvenciranje “kliničkog egzoma” se danas koristi u brojnim laboratorijama i 
medicinskim centrima, međutim u literaturi ne postoji dovoljno podataka o stopi detekcije 
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ove metodologije kod određenih grupa pacijenata, odnosno za određene, konkretne bolesti. 
Do danas su sprovedena tri istraživanja, koja su uključila pacijente sa različitim 
neurorazvojnim bolestima i širokim spektrom težine intelektualnih poteškoća, koja su 
pokazala stopu detekcije sekvenciranjem “kliničkog egzoma”  od oko 30% (Chérot et al., 
2018; Gieldon et al., 2018; Pajusalu et al., 2018). Kod pacijenata sa epilepsijom 
sekvenciranjem “kliničkog egzoma” je postignuta stopa detekcije uzročnih varijanti od 36% 
(Yang et al., 2014). Tru Sight One Sequencing panel se pokazao kao uspešan i kod 
pacijenata sa bolestima taloženja glikogena (Vega et al., 2016), torakalnim aortnim 
aneurizmama i disekcijama (Poninska et al., 2016), kao i u velikim kohortama 
neselektovanih pacijenata sa Mendelovskim bolestima (Pajusalu et al., 2018). Stopa 
detekcije u ovim studijama se kreće od 26,3% kod neselektovanih pacijenata (Pajusalu et 
al., 2018), do 35,3% kod pacijenata sa torakalnim aortnim aneurizmama i disekcijama 
(Poninska et al., 2016). Nedavno sprovedeno istraživanje ukazuje da se sekvenciranjem 
“kliničkog egzoma” kod pacijenata sa neuromišićnim bolestima može postići veoma visoka 
stopa detekcije od 62,9% (Börklü-Yücel et al., 2020). 
Sekvenciranje “kliničkog egzoma” se pokazalo kao dobar dijagnostički pristup, jer 
osim prihvatljivije cene ima i niz drugih prednosti kao što je manje podataka za analizu i 
manja verovatnoća detekcije slučajnih nalaza u poređenju sa sekvenciranjem celog 
egzoma/genoma, kao i veća dijagnostička moć u poređenju sa genskim panelima (Okazaki 
et al., 2016; Chérot et al., 2018; Gieldon et al., 2018; Pajusalu et al., 2018)  Ipak, dodatne 
studije su neophodne kako bi podržale njegovu upotrebu u dijagnostici zaostajanja u 
razvoju/intelektualnih poteškoća i drugih bolesti. 
 
1.5.3. Sekvenciranje celog egzoma 
 
Sekvenciranje celog egzoma podrazumeva sekvenciranje skoro svih egzona i 
kanonskih mesta iskrajanja introna, odnosno ukupno oko 2% genoma čoveka (Clark et al., 
2018). Sekvenciranjem celog egzoma kod pacijenata sa neurorazvojnim bolestima opisana 




Brojnim studijama sekvenciranja celog egzoma potvrđen je značaj dominantnih de 
novo mutacija kod pacijenata sa teškim intelektualnim poteškoćama. Već su dve rane 
studije izvedene 2012. godine pokazale da de novo genske alteracije, u tom trenutku 
poznatih gena uzročnika teškog intelektualnog zaostajanja, leže u osnovi bolesti kod 13-
35% pacijenata (de Ligt et al., 2012; Rauch et al., 2012) Sličan rezultat od 29%, postignut 
je u studiji pacijenata sa srednje teškim do teškim intelektualnim zaostajanjem (Hamdan et 
al., 2014) Velika studija trio sekvenciranja celog egzoma na 1133 dece sa teškim 
nedijagnostikovanim razvojnim bolestima (od kojih 87% ima zaostajanje u razvoju ili 
intelektualne poteškoće) pokazala je stopu detekcije od 18% za poznate gene za 
intelektualne poteškoće (Wright et al., 2015). Neslaganja u stopi detekcije između studija 
postoje zbog razlika u načinu odabira pacijenata, interpretaciji varijanti i platforme koja je 
korišćena. 
Sekvenciranje celog egzoma se naširoko koristi u kliničkoj praksi, između ostalog i 
zbog značajno niže cene analize u odnosu na sekvenciranje celog genoma. Istraživanja su 
pokazala da upotreba sekvenciranja celog egzoma, rano u procesu dijagnostičke evaluacije 
pacijenta, omogućava značajnu uštedu resursa i poboljšanu stopu detekcije u poređenju sa 
tradicionalnim genetičkim i negenetičkim testovima (Clark et al., 2018).  
 
1.5.4. Sekvenciranje celog genoma 
 
Sekvenciranje celog genoma podrazumeva sekvenciranje svih egzona, introna i 
regulatornih sekvenci što čini oko 90% genoma (Clark et al., 2018).  
Prva pilot studija genomskog sekvenciranja je pokazala da se ovom metodologijom 
može postaviti dijagnoza kod 60% pacijenata sa teškim intelektualnim zaostajanjem. Sve 
identifikovane uzročne varijante su bile de novo, i to 39% tačkastih varijanti i 21% 
strukturnih varijanti (Gilissen et al., 2014). Međutim, nakon ove studije, publikovan je mali 
broj istraživanja koja ispituju kliničku i dijagnostičku moć ove metode kod dece sa 
genetičkim bolestima (Clark et al., 2018). Rane studije su pokazale da se kod pacijenata 
sa negativnim nalazom sekvenciranja celog egzoma, sekvenciranjem celog genoma može 
postaviti dijagnoza u 42% slučajeva (Gilissen et al., 2014). Studija koju su sproveli 
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Alfares i saradnici 2018. godine imala je za cilj da utvrdi razliku između stope detekcije 
sekvenciranja celog egzoma i sekvenciranja celog genoma. Sekvenciranje celog genoma 
je rađeno kod 108 pacijenata sa negativnim nalazom analiza molekularnog kariotipa i 
sekvenciranja celog egzoma. Čak 30% pozitivnih nalaza sekvenciranja celog genoma 
moglo je biti potvrđeno ponovnom analizom sirovih podataka sekvenciranja celog 
egzoma, iz čega je izveden zaključak da je stopa detekcije uzročnih varijanti veća za 
dodatnih 7% u korist sekvenciranja celog genoma (Alfares et al., 2018). Meta-analiza 
Klark i saradnika ukazuje da ne postoji razlika u dijagnostičkoj moći između sekvenciranja 
celog egzoma i sekvenciranja celog genoma (Clark et al., 2018). 
Sekvenciranje celog genoma omogućava detekciju varijanti van domašaja 
sekvenciranja celog egzoma, kao što su intronske tačkaste mutacije, tačkaste mutacije 
prisutne u nekodirajućim RNK, male promene u broju kopija i mitohondrijalne mutacije, 
kao i one egzonske tačkaste mutacije koje nisu detektovane sekvenciranjem celog 
egzoma. Vremenom, sposobnost interpretacije dubokih intronskih varijanti i drugih 
nekodirajućih varijanti će rasti, povećavajući stopu detekcije sekvenciranja celog 
genoma u odnosu na sekvenciranje celog egzoma. Jedna nedavno sprovedena studija je 
pokazala da detekcija ovih varijanti omogućava porast stope detekcije sekvenciranja 
celog genoma za čak 36% (Eldomery et al., 2017). Poslednja istraživanja pokazuju i da 
sekvenciranje celog genoma ima veću analitičku senzitivnost za promene u broju kopija i 
strukturne varijacije u odnosu na analizu molekularnog kariotipa (naročito strukturne 
varijacije manje od 10,000 nukleotida) (Noll et al., 2016; Stavropoulos et al., 2016; 
Lionel et al., 2018), ukazujući na veliki potencijal sekvenciranja celog genoma. Sa druge 
strane, velika meta-analiza je pokazala da ne postoji značajna razlika u dijagnostičkoj 
moći između sekvenciranja celog egzoma i sekvenciranja celog genoma (Clark et al., 
2018). 
 
1.6. Značaj postavljanja uzročne dijagnoze 
 
Otkrivanje genetičkog uzroka bolesti kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju i 
intelektualnim poteškoćama je od izuzetnog značaja jer omogućava: 
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- uvid u očekivani klinički tok bolesti i prognozu 
- informisanje pacijenta o načinu lečenja, mogućnostima ublažavanja simptoma i 
prevencije očekivanih komplikacija 
- specifičnu terapiju bolesti ukoliko postoji  
- optimizaciju dijagnostičkog i terapijskog postupka, poput izbegavanja nepotrebnih 
dijagnostičkih testova 
- lakše prihvatanje bolesti i donošenje boljih odluka u oblasti edukacije, profesionalne 
orijentacije i socijalnih integracija 
- informisanje pacijenta o genetičkim mehanizmima nastanka bolesti, riziku za 
rekurenciju i genetičkom aspektu planiranja porodice 
- pristup istraživačkim protokolima lečenja (Moeschler et al., 2014). 
 
Osim koristi za pacijenta, rano postavljanje dijagnoze je i od velikog javno 
zdravstvenog značaja jer omogućava uštedu zdravstvenih resursa. Procenjeno je da direktni 
i indirektni životni troškovi pacijenta sa intelektualnim poteškoćama iznose oko milion 
američkih dolara (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2004). 
 
1.7. Specifična terapija neurorazvojnih bolesti 
 
Specifična terapija intelektualnih poteškoća nije moguća kod većine pacijenata s 
obzirom da je na biološke procese koji se nalaze u osnovi bolesti veoma teško uticati, kao i 
zbog činjenice da su promene na nervnim ćelijama u značajnoj meri ireverzibilne. 
Intervencije se uglavnom odnose na minimizaciju komplikacija i komorbiditeta.    
Uspešna specifična terapija postoji samo za one pacijente kod kojih je intelektualno 
zaostajanje posledica urođene metaboličke bolesti, a koji čine do 6% svih pacijenata sa 
intelektualnim poteškoćama (Ali et al., 2017).  
Najnovija istraživanja ukazuju da postoji potencijal za razvoj novih terapija i za 
druge pacijente sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, poput pacijenata čiji 
uzročni geni imaju ulogu u modifikaciji histona. Na primer, u osnovi Kabuki sindroma su 
KMT2D i KDM6A geni koji imaju ulogu u regulisanju otvorenog i zatvorenog stanja 
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hromatina (Ng et al., 2010; Miyake et al., 2013). Na mišjim modelima je pokazano da 
gubljenje pamćenja može biti sprečeno, ili čak reverzibilno, upotrebom lekova koji utiču na 
modifikaciju histona favorizujući otvoreno stanje hromatina (Bjornsson et al., 2014). 
Postoji indicija da se terapija HDAC (engl., histone deacetylase) inhinibitorima može 
koristiti i za druge genetičke bolesti čiji geni imaju ulogu u histonskoj modifikaciji 
(Berdasco and Esteller, 2013). 
Fokus novijih istraživanja su centralne komponente signalnih puteva čiji se geni 
nalaze u osnovi različitih genetičkih bolesti. Na primer, GABAergički sistem, poremećen 
kod sindroma fragilnog X, Retovog sindroma, MECP2 duplikacionog sindroma i 
Draveovog sindroma, glavni je kandidat za razvijanje terapije ovih bolesti (Braat and Kooy, 
2015). Istraživanja MECP2 duplikacionog sindroma na mišijim modelima su pokazala da 
hronično izlaganje niskim dozama antagonista GABAA receptora, ublažava specifični 
ponašajni fenotip, uključujući motornu koordinaciju, nedostatke u pamćenju i sinaptički 
plasticitet (Na et al., 2014). GABAergički sistem se ispituje i u okviru kliničkih studija 
(Braat and Kooy, 2015).  
U nedavno sprovedenoj studiji postignuto je značajno poboljšanje ponašanja 
pacijenata sa sindromom fragilnog X nakon terapije metforminom (Dy et al., 2018). 
Metformin je antidijabetični lek koji deluje preko AMPK (engl., adenosine 
monophosphate-activated protein kinase)-zavisnih i AMPK-nezavisnih mehanizama, mada 
još uvek nije poznat precizan mehanizam njegovog delovanja (Gantois et al., 2019). Osim 
metformina, za terapiju sindroma fragilnog X postoje dodatni kandidatni lekovi (Van 
Karnebeek et al., 2016) koji su zajedno sa potencijalnim terapijama za druge 
neurogenetičke razvojne bolesti prikazani  u Tabeli 1.    
Pre razvijanja novih terapija, ostaje zadatak da se otkriju često ometeni signalni 
putevi i mreže, s obzirom da su intelektualne poteškoće previše heterogene da bi se 




Tabela 1. Potencijalne specifične terapije neurogenetičkih razvojnih bolesti 
 
Neurogenetička bolest Potencijalni lek Mehanizam delovanja Referenca 
Sindrom fragilnog X Litijum Inhibira GSK3B signalizaciju i konverziju 
fosfatidilinozitola 
(Liu and Smith, 2014) 
 AFQ056 mGluR5 antagonist, smanjuje mGluR5 
regulisanu aktivaciju translacije u dendritima 
(Levenga et al., 2011) 
 RO4917523 mGluR5 antagonist, smanjuje mGluR5 
regulisanu aktivaciju translacije u dendritima  
(Jaeschke et al., 2015)  
 Arbaklofen GABA-B agonist, smanjuje presinaptičko 
otpuštanje glutamata 
(Berry-Kravis et al., 2017) 
 Minociklin Redukuje pojačanu aktivnost MMP-9 koja 
nastaje kao posledica disregulacije zbog 
odsustva FMRP 
(Utari et al., 2010) 
 Ganaksolon GABA-A agonist, povećava smanjenu GABA 
signalizaciju 
(Ligsay et al., 2017) 
 Akamprosat GABA-A/B agonist (Schaefer et al., 2017) 
 NNZ-2566 Inhibira pojačanu aktivnost ERK/Akt (Deacon et al., 2015) 
 Metadoksin Inhibira pojačanu aktivnost ERK/Akt (A. W. Lee et al., 2018) 
 Lovastatin Inhibira ERK signalni put (Çaku et al., 2017) 
Daunov sindrom RG1662 
 
GABA α5 receptor inverzni agonist, inhibira 
pojačanu GABA signalizaciju 
(Contestabile et al., 2017) 
Retov sindrom Mekasermin (rhlGF-1) Aktivira Akt signalni put (O’Leary et al., 2018) 
 NNZ-2566 Reguliše Akt signalni put (Deacon et al., 2015) 
 Fingolimod Povećava BDNF vezivanjem za S1P receptore (Gogliotti and Niswender, 
2019) 
 Glatiramer acetat Povećava BDNF (Nissenkorn et al., 2017) 
Tuberozna skleroza Everolimus Inhibira pojačanu mTOR aktivnost (Lechuga and Franz, 2019) 
Neurofibromatoza Everolimus Inhibira pojačanu mTOR aktivnost (Slopis et al., 2018) 
 Lovastatin Inhibira ERK signalni put (Payne et al., 2016) 
Angelmanov sindrom Minociklin Povećava LTP (Ruiz-Antoran et al., 2018) 
Prader-Vilijev sindrom Oksitocin Deficitaran je u oksicitonskim neuronima (Rice et al., 2018) 
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1.8. Preklapanje fenotipa neurorazvojnih bolesti  
 
Neurorazvojne bolesti su neurološke bolesti ranog početka, uključujući 
intelektualne poteškoće, bolesti iz spektra autizma (engl., autism spectrum disorder, ASD), 
poremećaje govora, epilepsiju, i druge (Tărlungeanu and Novarino, 2018). 
 Autizam se karakteriše ranom disfunkcijom socijalnih interakcija, deficita u 
komunikaciji i prisustvu repetitivnih i ograničenih oblika ponašanja (Elsabbagh et al., 
2012). Kao i u slučaju intelektualnih poteškoća, autizam može biti izolovan ili u okviru 
sindroma (npr. Retov sindrom, sindrom fragilnog X, tuberozna skleroza) (Tărlungeanu and 
Novarino, 2018). Ulogu u nastanku autizma imaju imaju genetički i sredinski faktori (Kim 
and Leventhal, 2015). Pacijenti sa autizmom često imaju epilepsiju i motoričke probleme, a 
intelektualne poteškoće ima čak 70% njih (Fombonne, 2002). 
Glavne kliničke manifestacije autizma i intelektualnih poteškoća se često 
ispoljavaju zajedno sa epilepsijom. Značaj genetike u nastanku epilepsije prepoznat je pre 
dvadesetak godina, i do danas je otkriveno skoro 1000 gena koji su uzročnici, ili vrlo 
verovatni uzročnici epilepsije (Wang et al., 2017). Procenjeno je da u preko 50% slučajeva 
epilepsija ima genetičku etiologiju koja je izrazito heterogena (Pal et al., 2010). Genske 
alteracije mogu uzrokovati isključivo epilepsiju ili sindrome kod kojih je epilepsija glavna 
karakteristika, kao što je u slučaju SCN1A gena koji je u asocijaciji sa epilepsijom sa 
febrilnim napadima (Meng et al., 2015). Alteracije gena mogu biti asocirane i sa razvojnim 
malformacijama mozga i epilepsijom, kao što su alteracije TSC1 i TSC2 gena koji su u 
osnovi tuberozne skleroze (Nellist et al., 2009). Epilepsija se takođe može javiti i u okviru 
drugih genetičkih bolesti koje pogađaju centralni nervni sistem, kao što je sindrom 
fragilnog X i mioklonična distonija (Wang et al., 2017). Procenjeno je da je prevalenca 
epilepsije kod dece za zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama čak 22,2% 
(Kessi et al., 2018). Deca koja imaju i zaostajanje u razvoju/intelektulane poteškoće i 
epilepsiju imaju 3,3 puta veću stopu mortaliteta od one dece koja imaju zaostajanje u 
razvoju/intelektualne poteškoće bez epilepsije (Robertson et al., 2015). 
Visoka stopa komorbiditeta između neurorazvojnih bolesti se može objasniti 
zajedničkom genetičkom etiologijom, odnosno postojanjem zajedničkih molekularnih 
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puteva (Jensen and Girirajan, 2017). Literaturni podaci ukazuju da nasleđivanje jedne 
neurorazvojne bolesti u nekoj porodici, povećava rizik za obolevanje njenih članova od 
drugih neurorazvojnih bolesti. Na primer, osobe čiji srodnik ima šizofreniju, imaju povećan 
rizik za nastanak bipolarne bolesti, depresije ili autizma u poređenju sa opštom populacijom 
(Kendler, 2010). Do danas su opisane brojne pojedinačne nukleotidne varijante i promene u 
broju kopija koje su asocirane sa multiplim fenotipovima. Na primer, strukturne varijante i 
varijante pojedinačnih nukleotida NRXN1 gena su asocirane sa Pit-Hopkinsovim 
sindromom, intelektualnim poteškoćama, autizmom, ADHD (engl., attention deficit 
hyperactivity disorder) poremećajem, bipolarnim poremećajem, šizofrenijom i epilepsijom 
(Béna et al., 2013). Slično tome, varijante ADNP, CHD8, SCN2 i PTCH1 gena su takođe 
asocirane sa spektrom neurorazvojnih bolesti (Bernier et al., 2014; Helsmoortel et al., 
2014; Kim and State, 2014; Chaudhry et al., 2015). Rekurentne promene u broju kopija, 
kao što su 1q21.2, 16p11.2, 17q12 i 22q11.2 su do danas opisane kod pacijenata sa 
intelektualnim poteškoćama, autizmom, šizofrenijom i epilepsijom (Moreno-De-Luca et al., 
2010; Cancrini et al., 2014). Zajednička genetička etiologija neurorazvojnih bolesti je 
prikazana na Slici 2.  
Pojedine varijante mogu imati različitu veličinu efekta kada su u pitanju različite 
neurorazvojne bolesti. Varijante sa većom veličinom efekta će pre biti uzročne, dok će 
varijante sa manjom veličinom efekta verovatno biti takozvane modifikujuće varijante koje 
modulišu fenotip u sadejstvu sa drugim varijantama. Ovakve varijante se često pojavljuju 
sa drugim poznatim patogenim varijantama kod obolelih osoba, a mogu biti prisutne i kod 
zdravih osoba (Jensen and Girirajan, 2017). Na primer, delecije LRRC4C gena su opisane 
zajedno sa drugim poznatim promenama u broju kopija kod osoba sa autizmom, iako sama 
varijanta nije uzročna za ovu bolest (Maussion et al., 2017). Kombinovanje varijanti sa 
malom ili srednjom veličinom efekta, može biti često kod psihijatrijskih bolesti kao što su 
depresija ili bipolarni poremećaj, dok su varijante sa velikom veličinom efekta često 
uzročne i asocirane sa težim neurorazvojnim bolestima kao što su intelektualne poteškoće, 





Slika 2. Zajednička genetička etiologija neurorazvojnih bolesti. a. Venov dijagram koji 
prikazuje asocijacije 16 retkih promena u broju kopija sa intelektualnim 
poteškoćama/razvojnim kašnjenjem (IP/RK), autizmom, epilepsijom i šizofrenijom. b. 
Venov dijagram koji prikazuje asocijacije 242 gena sa najmanje jednom identifikovanom 
LOF (engl., loss of function) varijantom ili delecijom celog gena u kohorti pacijenata sa 
neurorazvojnim bolestima. Preuzeto od (Jensen and Girirajan, 2017). 
 
   
1.9. Preporuke i vodiči za testiranje pacijenata sa zaostajanjem u razvoju i intelektualnim 
poteškoćama  
 
Prema preporukama Američke akademije za pedijatriju (Moeschler et al., 2014), 
dijagnostička evaluacija pacijenata sa zaostajanjem u razvoju i intelektualnim poteškoćama 
(bez obzira na stepen zaostajanja) može da obuhvati sledeće korake: 
1. Prikupljanje podataka iz lične i porodične anamneze u poslednje tri generacije, 
fizikalni i dismorfološki pregled, neurološka i razvojna ispitivanja. 
2. U slučaju da je postavljena jasna klinička dijagnoza, pravljenje plana 
medicinskog praćenja i lečenja, omogućavanja podrške porodici, informisanje 
roditelja o mogućnostima lečenja i prognozi bolesti.  
3. Potvrda specifične dijagnoze odgovarajućim genetičkim testom, kao što je 
sekvenciranje pojedinačnih gena ili analiza molekularnog kariotipa. 
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4. Ukoliko ne postoji sumnja na specifičnu kliničku dijagnozu, primenjuje se 
analiza molekularnog kariotipa kao prvi genetički dijagnostički test. Takođe, 
treba razmotriti metabolička testiranja i testiranje sindroma fragilnog X. 
5. Ukoliko dijagnoza nije postavljena, kod pacijenata muškog pola naredni korak je  
genski panel za X-vezane bolesti ili visoko rezoluciona analiza molekularnog 
kariotipa X hromozoma, a kod pacijenata ženskog pola analiza MECP2 gena 
(uključujući deleciono duplikacionu analizu i sekvenciranje). 
6. Ukoliko pacijent ima mikrocefaliju, makrocefaliju ili neku drugu neurološku 
abnormalnost, radi se magnetna rezonanca mozga.  
7. Ukoliko je magnetna rezonanca negativna ili normalna, preispituje se proces 
dijagnostičke evaluacije zajedno sa porodicom pacijenta. 
8. Upućivanje pacijenta lekaru druge specijalnosti.  
9. Dijagnostička reevaluacija i informisanje pacijenta i njegove porodice o 
načinima podrške. 
Studije sekvenciranja celog egzoma i genoma sprovedene u poslednjih pet godina 
su pokazale da se ovom metodologijom mogu uspešno testirati deca sa suspektnim 
genetičkim bolestima (Lee et al., 2014; Yang et al., 2014; Wright et al., 2015; Kuperberg et 
al., 2016; Thevenon et al., 2016; Vissers et al., 2017). S obzirom da omogućavaju 
istovremenu analizu svih ili većine gena diferencijalne dijagnoze, ove metode su pokazale 
veliki potencijal za sveobuhvatniji i brži pristup dijagnostici genetičkih bolesti.  
Velika meta-analiza, objavljena 2018. godine (Clark et al., 2018), imala je za cilj da 
uporedi klinički i dijagnostički značaj sekvenciranja celog ezoma i genoma u odnosu na 
analizu molekularnog kariotipa kod dece uzrasta do 18 godina sa suspektnom genetičkom 
bolešću. Studija je obuhvatila 37 publikacija, objavljenih u periodu od januara 2011. do 
avgusta 2017. godine, koji uključuju 20,068 pacijenata. Rezultati ove meta-analize su 
pokazali da analiza molekularnog kariotipa ima značajno nižu stopu detekcije uzročnih 
varijanti u poređenju sa sekvenciranjem celog egzoma ili genoma. Da se sekvenciranjem 
egzoma postižu značajno veće stope detekcije u poređenju sa analizom molekularnog 
kariotipa kod pacijenata sa neurorazvojnim bolestima, potvrdila je i meta-analiza 
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sprovedena 2019. U ovoj studiji dobijena je dijagnostička moć sekvenciranja celog 
egzoma od 36% (Srivastava et al., 2019). 
I pored svega navedenog, konkretne i zvanične, opšteprihvaćene preporuke i 



























2. CILJEVI RADA 
 
 
U ovom istraživanju su postavljeni sledeći ciljevi: 
 
 
1. Utvrđivanje uzročnih varijanti u naslednom materijalu, njihovog tipa i učestalosti 
kod dece sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama. 
 
2. Ispitivanje korelacije genotipa i fenotipa kod ispitanika sa identifikovanim uzročnim 
varijantama u naslednom materijalu. 
 
3. Analiza korelacije kliničkih parametara i uzročnih varijanti identifikovanih 
analizom molekularnog kariotipa i sekvenciranjem „kliničkog egzoma“.  
 
4. Kreiranje dijagnostičkog algoritma genetičkih analiza za pacijente sa srednje teškim 















3.1.1. Odabir pacijenata i saglasnost za učešće u istraživanju 
 
U ovo istraživanje je uključeno 220 pacijenata sa dijagnozom srednje teškog ili 
teškog zaostajanja u razvoju i intelektualnih poteškoća. Klinička evaluacija i genetičko 
testiranje pacijenata je sprovedeno od jula 2013. do januara 2018. godine. Svi pacijenti su 
pregledani i praćeni od strane kliničkog genetičara Službe za kliničku genetiku, 
Univerzitetske dečje klinike (UDK). Optimizacija MLPA metode i izvođenje analiza je 
urađeno na Institutu za neurologiju Kliničkog centra Srbije. Sekvenciranje „kliničkog 
egzoma“ (Tru Sight One Sequencing panel (Ilumina, San Dijego, Kalifornija)), je izvedeno 
u saradnji sa Centrom za mendelovsku genomiku, Kliničkog instituta za medicinsku 
genetiku iz Ljubljane. Analiza molekularnog kariotipa je urađena u Institutu za humanu 
genetiku, Medicinskog fakulteta u Beogradu (Human CGH+SNP ISCA Microarray kit 
4x180K (Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija)); i laboratoriji Qgenomics, 
Barselona, Španija (qChip Post Agilent based CGH Microarray 60K (Agilent Technologies, 
Santa Klara, Kalifornija)). FISH analiza je izvedena u laboratoriji Qgenomics, Barselona, 
Španija.  
Kriterijumi za učešće pacijenata u studiji su: 
1. Prisustvo srednje teškog ili teškog zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća 
sa ili bez propratnih patoloških stanja (kongenitalnih malformacija, neuroloških 
znakova, autizma i drugog), 
2. Normalan nalaz analize kariotipa, 
3. Normalan nalaz analize sindroma fragilnog X kod pacijenata muškog pola koji 
imaju kliničke karakteristike sindroma fragilnog X ili čija porodična anamneza 
ukazuje na X-vezani obrazac nasleđivanja  
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4. Normalan nalaz drugih genetičkih testiranja ukoliko su bila sprovedena kod 
pacijenta (sekvenciranje pojedinačnih gena, MLPA analiza mikrodelecionih 
sindroma i drugo).  
 
Testiranje je rađeno i kod roditelja pacijenata sa ciljem: 
-  utvrđivanja statusa nosioca balansiranog hromozomskog rearanžmana (recipročne 
ili insercione translokacije) u slučaju identifikacije patogene delecije/duplikacije kod 
pacijenta, 
-  utvrđivanja statusa nosioca i porekla varijante (nasleđena ili de novo) u slučaju 
identifikacije patogene/verovatno patogene genske varijante kod pacijenta,  
- utvrđivanja značaja detektovane varijante u smislu određivanja njene uzročnosti u 
slučaju identifikacije varijante nepoznate značajnosti (delecije/duplikacije ili genske 
varijante) kod pacijenta. 
Roditelji/staratelji svih pacijenata su, nakon detaljnog informisanja o istraživanju, 
potpisali saglasnost za učešće pacijenata u studiji. Objašnjeno im je da u svakom trenutku 
mogu povući saglasnost i prekinuti učešće u studiji. Ovo istraživanje je odobreno od strane 
Etičkog odbora Univerzitetske dečje klinike (odluka doneta 18.12.2015., org.jed. 017/6, 
broj 26/357) kao i Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu 
(odluka doneta 13.03.2017., broj 29/III-7). 
 
3.1.2. Biološki materijal 
 
Molekularno-citogenetička i molekularno-genetička testiranja (MLPA, analiza 
molekularnog kariotipa i sekvenciranje „kliničkog egzoma“) su rađena na genomskoj DNK 
izolovanoj iz uzorka periferne krvi ispitanika uzete na natrijum citratu (4,5ml krvi). Za 
pripremu citogenetičkih preparata u cilju izvođenja FISH analize uzimani su uzorci 






3.2.1. Kliničko ispitivanje 
 
Klinička evaluacija svih pacijenata je sprovedena pre i posle genetičkih testiranja.  
Klinički parametri i demografski podaci koji su beleženi za svakog pacijenta uključili su 
sledeće:  
• datum rođenja 
•  pol 
• uzrast u trenutku započinjanja genetičkog ispitivanja 
• prenatalne i perinatalne komplikacije 
• intrauterino zaostajanje u rastu (porođajna masa, dužina i obim glave) 
• poremećaji postnatalnog rasta (masa, dužina/visina, obim glave) 
• kraniofacijalni i drugi manji (engl., minor) dismorfizmi (na osnovu pedijatrijskog i 
dismorfološkog pregleda) 
• stepen zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća (miljokazi motornog razvoja, 
razvoj ekspresivnog i receptivnog govora, socijalna adaptacija, psihološko 
testiranje) 
• prisustvo/odsustvo krupnih (engl., major) urođenih anomalija (na osnovu 
pedijatrijskog pregleda i slikovne dijagnostike) 
• neurološki znaci (hipotonija, hipertonija, epilepsija) 
• autizam 
• porodična anamneza u poslednje tri generacije 
 
Značajnim zaostajanjem u obimu glave, longitudinalnom i ponderalnom rastu je 
smatrano svako zaostajanje ispod dve standardne devijacije. Major manama su smatrane 
sve strukturne promene koje imaju značajne medicinske, socijalne ili estetske posledice i 
obično zahtevaju medicinsku intervenciju (npr. rascep usne, srčana mana i drugo). 
Klasifikacija minor mana je vršena na osnovu priručnika za praćenje urođenih defekata 
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Svetske zdravstvene organizacije (engl., World health organisation, WHO) 
(WHO/CDC/ICBDSR, 2014).  
 
3.2.2. Izolacija genomske DNK 
 
Genomska DNK je izolovana iz leukocita periferne krvi ispitanika metodom 
isoljavanja po Milleru (Miller et al., 1988). Metoda se zasniva na osobini proteina da se 
talože u rastvorima sa visokom koncentracijom soli po čemu je i dobila ime. Za izolaciju 
DNK su korišćeni uzorci od 5 ml venske krvi na natrijum citratu. U prvom koraku vrši se 
mešanje uzorka krvi pacijenta sa istom količinom pufera za lizu (0.32 M Saharoza, 10 mM 
TRIS HCl, 1% triton, 5 mM MgCl2), nakon čega se ostavlja na +4°C u trajanju od 20 
minuta. Zatim se vrši centrifugiranje na 2000 obrtaja u trajanju od 15 minuta, čime se 
postiže odvajanje leukocita u vidu precipitata. Supernatant se odbacuje a talog resuspenduje 
u 10 ml fiziološkog pufera (0.075 M NaCl, 0.025 M EDTA ph8). Uzorak se centrifugira na 
2000 obrtaja u trajanju od 15 minuta. Postupak centrifugiranja se ponavlja tri puta. Nakon 
završenog trećeg centrifugiranja, supernatant se odbacuje a talogu se doda 3 ml pufera A 
(10 mM TRIS HCl, 400 ml NaCl, 2 mM EDTA), 50 μl 10% proteinaze K i 200 μl 10% 
SDS (Na-dodecisulfat). Nakon temeljnog resuspendovanja, vrši se inkubacija preko noći na 
37°C. Sutradan se dodaje 1 ml 6 M NaCl, i nakon mešanja centrifugira na 3000 obrtaja u 
trajanju od 15 minuta. Posle prenošenja u čistu epruvetu supernatant se centrifugira na 4000 
obrtaja u trajanju od 15 minuta. Veoma pažljivo, supernatant se prenosi u graduisanu 
epruvetu i doliva se ista količina izopropanola. Nakon mućkanja u uzorku se vizualizuje 
beličasti končić DNK koji se pokupi staklenim štapićem i potopi 30 sekundi u 70% etanol. 
DNK se ostavi da se osuši na vazduhu. U poslednjem koraku DNK se rastvara u 300 μl 
redestilovane vode. 
 
3.2.3. Određivanje koncentracije i kvaliteta izolovane genomske DNK 
 
U cilju određivanja količine uzorka rastvorene DNK koja će se koristiti za 
molekularno-genetičke analize, neophodno je odrediti koncentraciju genomske DNK u 
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uzorku, kao i njenu čistoću nakon izolacije. Koncentracija i čistoća izolovane genomske 
DNK određivana je spektrofotometrijskom metodom na aparatu BioPhotometer 
(proizvođač Eppendorf, Nemačka). Spektrofotometrijska metoda se zasniva na specifičnoj 
apsorpciji svetlosti ispitivane supstance u UV oblasti, odnosno merenju količine svetlosti 
koju neka supstanca apsorbuje na određenoj talasnoj dužini. Maksimum svetlosti koju 
nukleinske kiseline apsorbuju je na talasnoj dužini od 260 nm, tako da količina 
apsorbovane svetlosti na toj talasnoj dužini odgovara koncentraciji DNK u ispitivanom 
uzorku. Čistoću samog uzorka DNK je moguće odrediti zahvaljujući tome što na različitim 
talasnim dužinama UV spektra svetlost apsorbuju i druge supstance koje se potencijalno 
nalaze u uzorku. U prvom koraku spektrofotometrijskog određivanja koncentracije i 
kvaliteta DNK 5 µl uzorka DNK se razblažuje u redestilovanoj vodi u odnosu 1:10. Nakon 
podešavanja spektrofotometra za merenje dvolančane DNK, u plastičnu kivetu se nanosi 50 
µl redestilovane vode i meri njena absorbanca. Redestilovana voda je rastvarač i podešena 
je na aparatu kao „blank“. Nakon toga, u plastičnu kivetu se nanosi 50 µl razblaženog 
uzorka DNK. Na aparatu se prikazuje izmerena apsorbanca uzorka i njegova koncentracija. 
Nakon merenja apsorbance, osim izračunate koncentracije DNK, dobija se i podatak o 
odnosu apsorbanci na 260 nm i 280 nm (apsorpcija od strane fenola i proteina), zatim na 
230 nm (apsorpcija od strane fenolnih anjona, tiocijanata i peptida) i 260 nm, kao i 
apsorbanca na 340 nm (prisustvo soli u uzorku). Ukoliko je uzorak DNK dobrog kvaliteta 
odnos A260/A280 treba da bude između 1,8 i 2,0, dok odnos A230/A260 treba da bude manji od 
0,5. Apsorbanca izmerena na 340 nm (A340) treba da bude što bilža nuli. 
 
3.2.4. Višestruko umnožavanje proba zavisno od ligacije (MLPA) 
 
 Detekcija delecija i duplikacija subtelomernih regiona hromozoma vršena je MLPA 
metodom koja je osmišljena kao metoda za detekciju kvantitativnih promena u genomu 
(Schouten et al., 2002). Može se koristiti za determinaciju relativnog broja kopija čak i do 
60 različitih DNK sekvenci istovremeno, i to u samo jednoj reakciji lančane polimerizacije, 
a nakon hibridizacije specifičnih proba.  
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 Jedinstvenost MLPA metode se ogleda u tome što omogućava amplifikaciju velikog 
broja specifičnih DNK sekvenci koristeći samo jedan par prajmera. Za svaku sekvencu je 
dizajnirana specifična proba tako da se sastoji od dva odvojena oligonukleotida koji se 
moraju spojiti u jednu kompletnu probu kako bi došlo do amplifikacije. Pomenuto spajanje 
delova probe vrši enzim ligaza. Probe koje nisu u celini hibridizovale sa odgovarajućom 
sekvencom DNK uzorka se neće amplifikovati. Istovremena amplifikacija svih proba 
omogućena je postojanjem identičnih sekvenci na njihovim 5' i 3' krajevima. Zahvaljujući 
dodatnim sekvencama koje se umeću prilikom dizajniranja proba (između sekvence za 
vezivanje prajmera i oligonukletida koji se vezuje za DNK), svaka MLPA proba ima 
jedinstvenu dužinu (od 130 do 500 bp). Ciljane sekvence DNK za koje hibridizuju probe su 
duge oko 60 baznih parova.  
Nakon PCR reakcije, produkti, odnosno amplifikovane probe se primenom 
kapilarne elektoroforeze razdvajaju po dužini i kao rezultat se dobija elektroferogram. 
Vizuelizacija fragmenata je omogućena time što je jedan od prajmera za PCR fluorescentno 
obeležen. Dobijeni podaci se analiziraju Coffalizer.Net softverom. Izračunava se relativni 
odnos proba u testiranom uzorku prema referentnom uzorku i prikazuje na grafikonu, 
poređano prema hromozomskoj lokaciji.  
Za detekciju duplikacija i delecija subtelomernih regiona svih hromozoma korišćeni 
su kitovi SALSA MLPA P036 i SALSA MLPA P070 (proizvođač MRC-Holland, 
Holandija). MLPA reakcija je pripremana i izvođena prema uputstvima i preporučenom 
protokolu od strane proizvođača MRC-Holland. Protokol koji je korišćen je namenjen 
izvođenju svih reakcija u jednoj tubi (engl., one–tube-protocol), dok se sama procedura i 
program u PCR aparatima izvodi u dva dana. Prvog dana se vrši denaturacija DNK i 
hibridizacija proba koja traje tokom noći, a drugog dana ligacija proba i njihova PCR 
amplifikacija.  
Denaturacija oko 100 ng DNK sadržane u 5 µl uzorka DNK rastvorenog u 
redestilovanoj vodi, se vrši na 98°C u trajanju od 5 minuta. Nakon denaturacije uzorci se 
hlade na 25°C i u svaki se dodaje 3 µl hibridizacione smeše (1,5 µl MLPA pufera (KCl, 
Tris-HCl, EDTA i PEG-6000. pH 8.5) i 1,5 µl smeše proba (sintetički ologonukleotidi ili 
oligonukleotidi prečišćeni iz bakterija, Tris-HCl, EDTA. pH 8.0)). Uzorci se inkubiraju na 
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95°C u trajanju jednog minuta i nakon toga ostavljaju na 60°C u trajanju od 16 do 20 sati 
(preko noći). 
Narednog dana, temperatura uzoraka se spušta na 54°C i dok su uzorci još uvek u 
aparatu u svaki se dodaje po 32 µl ligacione smeše (25 µl redestilovane vode, 3 µl 
ligacionog pufera A (NAD bakterijskog porekla, pH 3.5), 3 µl ligacionog pufera B (Tris-
HCl, nejonski deterdžent, MgCl2. pH 8.5), 1 µl smeše Ligase-65 (Glycerol, BRIJ (0.05 %), 
EDTA, Beta-Mercaptoethanol (0.1%), KCl, Tris-HCl. pH 7.5, Ligase-65 enzim 
bakterijskog porekla)). Uzorci se inkubiraju na 54°C u trajanju od 15 minuta. Reakcija se 
prekida temperaturom od 98°C u trajanju od 5 minuta, nakon čega se uzorci hlade na 20 °C. 
Na sobnoj temperaturi, u svaki uzorak se naliva 10 µl PCR smeše (7,5 µl 
redestilovane vode, 2 µl SALSA PCR smeše prajmera (sintetički oligonukleotidi od kojih je 
jedan fluorescentno obeležen FAM, dNTPs, Tris (HCl, KCl, EDTA, BRIJ (0.04 %), pH 
8.0) i 0,5 µl SALSA polimeraze (Glicerol, BRIJ (0.5 %), EDTA, DTT (0.1 %), KCl, Tris-
HCl, polimeraza enzim bakterijskog porekla, pH 7.5)). PCR reakcija se izvodi u 35 ciklusa 
denaturacije na 95oC u trajanju od 30 sekundi, hibridizacije na 60oC u trajanju od 30 
sekundi i elongacije na 72oC u trajanju od jednog minuta. Nakon poslednjeg ciklusa, 
finalna elongacija se vrši na 72oC, u trajanju od  20 minuta i potom se uzorci hlade na 15oC. 
Nakon završene PCR reakcije uzorci se čuvaju na temperaturi od 4°C, zaštićeni od svetla, 
maksimalno 7 dana. Reakcija MLPA je vršena u aparatu Veriti (proizvođač Life Sciences, 
SAD). 
Nakon završene MLPA reakcije, uzorci se pripremaju za kapilarnu elektroforezu. 
Dužina fragmenata koji se analiziraju se određuje u odnosu na standard koji se pre 
izvođenja kapilarne elektroforeze meša sa uzorkom, i to 0,7 μl produkta MLPA reakcije, 
0,3 μl standarda za veličinu (GeneScan™ - 500 LIZ, proizvođač Life Technologies – 
Applied Biosystems, SAD) i 9 μl formamida (HiDi Formamide, proizvođač Life 
Technologies – Applied Biosystems, SAD). U prvom koraku ova smeša se denaturiše na 
80°C u trajanju od 2 minuta, nakon čega se ostavlja da se ohladi na 4 oC. Razdvajanje 
uzoraka kapilarnom elektroforezom je vršeno na aparatu ABI 3500 Genetic Analyzer 
(proizvođač Life Technologies – Applied Biosystems, SAD). Prilikom izvođenja analize, 
injekciono vreme je bilo 15 sekundi, injekciona voltaža – 1,6 kV, voltaža elektroforeze – 10 
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kV, trajanje elektroforeze – 3000 sekundi. Kapilara koja je korišćena je bila dužine 50 cm, 
a polimer POP-7, na temperaturi od 60°C. Za podešavanje uslova elektroforeze, upravljanje 
i kontrolu procesa, kao i prikupljanje neobrađenih podataka korišćen je softver 3500 Data 
Collection verzija 1.0 (proizvođač Life Technologies – Applied Biosystems, SAD).  
Za analizu rezulata kapilarne elektroforeze korišćen je softver Gene Mapper verzija 
4.1. (proizvođač Life Technologies – Applied Biosystems, SAD). Dalja analiza, kao i 
interpretacija rezultata je vršena primenom softvera Coffalyser.Net verzija 9 (proizvođač 
MRC-Holland, Holandija). Primer normalnog rezultata MLPA analize je prikazan na Slici 
3. Primeri patoloških rezultata MLPA analize dati su u poglavlju Rezultati. 
Prilikom izvođenja MLPA analize korišćeni su kontrolni uzorci, i to po jedan 
kontrolni uzorak na sedam uzoraka pacijenata, a najmanje tri kontrolna uzorka. Kao 
kontrolni uzorci su korišćene DNK zdravih osoba, bez urođenih anomalija i intelektualnih 
poteškoća. Relativna visina pika (engl., relative peak heights, RPH) svake probe u uzorku 
je poređena sa relativnom visinom pika referentnih uzoraka, pokazujući relativni broj 
kopija analizirane sekvence u DNK uzorku. RPH za svaku probu se dobija tako što se 
visina pika te probe normalizuje prema kombinovanim visinama kontrolnih proba u uzorku. 
U slučaju postojanja delecije, visina pika je smanjena, i tada relativni odnos pikova ima 
vrednost 0,5 (u rasponu od 0,4 do 0,65). U slučaju duplikacije, visina pika je povećana, i 
tada relativan odnos pikova ima vrednost 1,5 (u rasponu od 1,3 do 1,65). U slučaju da je 
prisutna normalna doza analizirane sekvence, ova vrednost je približno 1 (u rasponu od 0,8 





Slika 3. Primer normalnog rezultata MLPA analize. Gore – Elektroferogram dobijen nakon 
kapilarne gel elektroforeze produkata MLPA reakcije. Dole – Prikaz rezultata nakon obrade 
u programu Coffalizer.Net. Normalan nalaz podrazumeva da su dobijene vrednosti za 
svaku probu približno jedan (tolerišu se odstupanja ± 0,2). Modifikovano prema uputstvu 
proizvođača MRC-Holland za primenu MLPA kita (URL: http://www.mlpa.com). 
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3.2.5. Molekularni kariotip 
 
Analiza promena u broju kopija je rađena metodom molekularnog kariotipa koja se 
zasniva na principima komparativne genomske hibridizacije, molekularno-citogenetičke 
tehnike koja omogućava analizu celog genoma na prisustvo delecija i duplikacija. 
Razvijena najpre kao metoda za analizu genetičkih promena prisutnih u solidnim tumorima, 
ova analiza podrazumeva korišćenje dva genoma, testiranog i kontrolnog, koji se 
obeležavaju različitim fluorescentnim bojama i kompetitivno hibridizuju sa metafaznim 
hromozomima. Intenzitet fluorescentnog signala testirane DNK u odnosu na signal 
referentne DNK se analizira duž hromozoma omogućavajući identifikaciju promena u broju 
kopija (Kallioniemi et al., 1992). Rezolucija ovakve klasične komparativne genomske 
hibridizacije je ograničena na 5-10 Mb (Kirchhoff et al., 1998; Lichter et al., 2000).  
Metoda molekularnog kariotipa kombinuje principe komparativne genomske 
hibridizacije sa upotrebom mikročipova (engl., microarray) (Schena et al., 1995). Umesto 
metafaznih hromozoma koriste se staklene pločice na koje su nanesene probe tj. mali 
segmenti DNK. Rezolucija analize je određena kako veličinom probe tako i genomskom 
razdaljinom između proba. Za izvođenje analize se koristi genomska DNK testiranog i 
referentnog uzorka koje se, kao i u slučaju komparativne genomske hibridizacije, boje 
različitim fluorescentnim bojama, mešaju i aplikuju na mikročip. Pošto su prethodno 
denaturisane, ove DNK su jednolančane i imaju tendenciju da hibridizuju sa jednolančanim 
probama na mikročipu. Za detekciju i analizu intenziteta fluorescencije obeleženih DNK 
proba, koje su hibridizovale za ciljane sekvence, koriste se kompjuterski softveri. Odnos 
fluorescencije hibridizacionih signala testiranog i referentnog uzorka se određuje duž celog 
genoma i daje nam informaciju o relativnom broju kopija u testiranom genomu u odnosu na 
referentni.  
Analiza molekularnog kariotipa u našoj studiji je rađena koristeći CGH 
oligonukleotidni mikročip (Agilent Technologies, Santa Clara,CA) sa ∼60,000  proba 
raspoređenih po celom genomu (qChip Post). Probe ovog mikročipa su specifične za 
pericentromerne, telomerne i euhromatinske delove genoma sa gustinom od 1 probe na 35 
Kb, i procenjenom prosečnom rezolucijom od 100-125 Kb. Prosečna pokrivenost izvan 
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kandidatnih regiona je jedna proba na svakih  125Kb, čime je omogućena detekcija 
promena u broju kopija većih od 350 Kb.  
U prvom koraku analize vrši se digestija testirane i referentne DNK na fragmente 
dužine između 200 i 500 baznih parova. Digestirane DNK testiranog i kontrolnog uzorka se 
potom obeležavaju različitim fluorescentnim bojama. Nakon prečišćavanja, smeša uzoraka 
(testiranog i referentnog) se nanosi na mikročip kako bi fragmenti hibridizovali sa probama 
na mikročipu. Mikročip se potom skenira i analizira se relativno smanjenje ili povećanje 
fluorescentnog signala testiranog uzorka u odnosu na referentni Genomic Workbench 7.0 
softverom. Dobijeni podaci se interpretiraju koristeći ADM-2 algoritam. Analiza 
genomskih regiona je vršena u odnosu na humani referentni genom hg18. 
Analiza molekularnog kariotipa Human CGH+SNP ISCA Microarray 4x180K 
(Agilent Technologies, Santa Klara, Kalifornija) kitom je rađena na isti način s tim što je za 
analizu podataka korišćen program CytoGenomics 2.9 (Agilent) a analiza genomskih 
regiona vršena u odnosu na humani referentni genom hg19. 
Primeri patoloških rezultata analize molekularnog kariotipa su dati u poglavlju 
Rezultati. 
Važno je istaći da molekularnim kariotipom nije moguće detektovati balansirane 
hromozomske rearanžmane (recipročne translokacije, Robertsonove translokacije, inverzije 
i balansirane insercije), male insercije i delecije, tačkaste mutacije, aberacije prisutne u 
mozaiku ispod 40%, komplementarne mozaične aberacije koje zajedno rezultuju u prividno 
balansiranom kariotipu (npr. kompleksni kariotip sa dve ćelijske linije: 45,X/47,XXX), ili 
bilo koje druge varijante koje se nalaze izvan analiziranih regiona hromozoma. Dodatno, 
standardne oligonukleotidne probe nisu dizajnirane za detekciju uniparentalne dizomije i 
metilacionih varijacija. 
Roditelji pacijenata kod kojih je identifikovana promena u broju kopija su testirani 
FISH analizom kako bi se odredilo poreklo varijante (nasleđena ili de novo) i isključilo 
prisustvo balansiranih rearanžmana u cilju adekvatne procene rizika za rekurenciju. 
 




Primena analize molekularnog kariotipa dovela je do otkrića velikog broja različitih 
varijanti u broju kopija širom genoma, uključujući polimorfne varijante kod zdravih osoba i 
patogene varijante, uzročnike bolesti. Sa ciljem da se postigne konzistentnost u evaluaciji, 
interpretaciji i izveštavanju, Komitet za osiguranje kvaliteta Američkog koledža za 
medicinsku genetiku i genomiku oformio je vodič za interpretaciju i izveštavanje promena 
u broju kopija koji je primenjiv na postnatalno identifikovane varijante (Kearney et al., 
2011). Promena u broju kopija prema definiciji predstavlja segment DNK veličine najmanje 
1 Kb, koji se razlikuje u broju doza u odnosu na reprezentativni referentni genom.  
Postoje tri osnovne kategorije kliničke značajnosti varijanti u broju kopija u 
genomu: 
• Patogena varijanta. Promena u broju kopija je patogena ukoliko je 
dokumentovana kao klinički značajna u više publikacija, čak i u slučaju 
varijabilne penetrantnosti i ekspresivnosti. Ova kategorija uključuje i velike 
promene u broju kopija, koje možda nisu prethodno publikovane u stručnoj 
literaturi u istoj veličini koja je prisutna kod pacijenta, ali koje se preklapaju 
sa manjim varijantama kod kojih je jasno utvrđen klinički značaj. U tom 
slučaju, iako možda kompletan klinički efekat varijante nije poznat, sasvim 
je sigurno da je varijanta patogena. Ova kategorija uključuje većinu 
citogenetički vidljivih alteracija (3-5Mb).  
• Varijanta nepoznatog značaja. Široka kategorija varijanti koja uključuje 
varijante za koje se kasnije može pokazati da su jasno patogene ili jasno 
benigne, i za koje u trenutku kada su identifikovane ne postoje dokazi koji bi 
odredili njihovu kliničku značajnost. U okviru ove kategorije postoji 
podklasifikacija na tri tipa varijanti: 
- Varijanta nepoznatog značaja, verovatno patogena. Npr. ukoliko je promena u 
broju kopija prethodno identifikovana kod jednog pacijenta ali sa dobro 
definisanim tačkama prekida i fenotipom, koji odgovaraju po specifičnosti 
promenama kod pacijenta koji se ispituje, ili, ako se u okviru varijante nalazi 
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gen čija alteracija je poznati uzročnik kliničke slike koja postoji kod 
pacijenta.  
- Varijanta nepoznatog značaja, verovatno benigna. Npr. ukoliko u okviru 
varijante nisu identifikovani geni ali je po veličini veća od prethodno 
publikovanih, ili je varijanta prisutna u bazama varijacije u generalnoj 
populaciji, ali ne predstavlja čest polimorfizam. 
- Varijanta nepoznatog značaja (bez subklasifikacije). Npr. kada varijanta 
sadrži gene ali je nepoznato da li su ti geni dozno zavisni ili kada je varijanta 
opisana u brojnim kontradiktornim publikacijama.  
• Benigna varijanta. Varijanta koja je publikovana u brojnim radovima i 
bazama podataka kao benigna, naročito ako je priroda promene u broju 
kopija varijante dobro okarakterisana i varijanta predstavlja česti 
polimorfizam. 
 
3.2.7. Sekvenciranje „kliničkog egzoma“  
 
Analiza genskih varijanti je rađena metodom sekvenciranja panela koji sadrži 
egzone 4813 gena koji su direktno povezani sa određenim kliničkim fenotipovima. Ovaj 
panel poznat je kao „klinički egzom“, što jasno govori o njegovom značaju za kliničku 
praksu. 
 Prilikom izvođenja analize za svakog pacijenta je prema njegovim fenotipskim 
karakteristikama pravljen subpanel gena, odnosno za analizu su odabirani oni geni koji su u 
literaturi povezani sa datim fenotipskim karakteristikama. U tu svrhu korišćeni su HPO 
termini za fenotipske abnormalnosti povezane sa bolestima ljudi (https://hpo.jax.org/app/). 
Sekvenciranje „kliničkog egzoma“ je rađeno korišćenjem Ilumina Trusight One 
Sequencing panela koji pokriva 12 Mb kodirajućih egzonskih sekvenci 4813 gena koji su 
asocirani sa Mendelovskim bolestima. Reakcija sekvenciranja rađena je na aparatu Ilumina 
HiSeq 2500 na staklenoj pločici (engl., flow cell). Sekvenciranje se vršilo sa oba kraja 
fragmenata (engl., paired end sequencing), odnosno sintetisao se i drugi lanac. Analiza 
rezultata sekvenciranja podrazumevala je povezivanje niza programa tj. uspostavljanje 
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algoritma za bioinformatičku obradu podataka pomoću dostupnih platformi za analizu. 
Ukratko, nakon poravnanja sekvenci prema humanom referentnom genomu hg19, koristeći 
Burrows-Wheeler Aligner, duplikati sekvenci su uklonjeni koristeći Pickard 
MarkDuplicates, a potom je rađena rekalibracija osnovnog skora kvaliteta, pozivanje 
varijanti (engl., variant calling), rekalibracija skora kvaliteta varijanti i filtriranje varijanti 
koristeći elemente GATK (engl., genome analysis toolkit) platforme koja se sastoji od seta 
alata za obradu podataka (De Pristo et al., 2011). 
Prema internim standardima dovoljna pokrivenost gena uključenih u genski panel 
„klinički egzom“ osigurana je time da je u proseku svaki gen bio pokriven minimum 70x i 
da je 98% analiziranih regiona bilo pokriveno najmanje 10x i preko 95% regiona pokriveno 
najmanje 20x. Na taj način preko 95% regiona je detektovano sa senzitivnošću od 99% i za 
heterozigotne i za homozigotne varijante. 
Varijante su deponovane i anotirane koristeći vTools i ANNOVAR softvere (Wang 
et al., 2010; San Lucas et al., 2012). Za pozicioniranje varijanti u transkriptu korišćeni su 
Refseq genski modeli, a za obeležavanje suspstitucija pojedinačnih nukleotida korišćen je 
dbSNP v138. Za procenu učestalosti varijanti u populaciji korišćena je interna baza 
Kliničkog instituta za medicinsku genetiku u Ljubljani, koja je zasnovana na kompilaciji 
2000 egzoma etnički bliske populacije (Balkan). Korišćenjem ove baze značajno se 
olakšava analiza podataka sekvenciranja pacijenata sa ovih prostora jer se učestalosti kako 
patogenih tako i populacionih varijanti značajno razlikuju u odnosu na one u javno 
dostupnim bazama svetske populacije. Informacije o učestalosti varijanti u svetskoj 
populaciji su zasnovane na podacima prisutnim u GnomAD projektu (Karczewski et al., 
2019). Za predikciju patogenosti varijanti izmenjenog aminokiselinskog sastava korišćena 
je SNPeff v2 baza podataka (Liu et al., 2013). Za procenu efekta varijanti korišćen je 
SNPeff prediktor (Cingolani et al., 2012). Određivanje stepena evolutivne očuvanosti 
regiona gena u kojem se nalazi varijanta zasnovano je na GERP++ RS (engl., rejected 
substation) skorovima (Davydov et al., 2010). Za dodatnu interpretaciju detektovanih 
varijanti korišćeni su in silico kompjuterski prediktivni programi prikazani u Tabeli 2. Kao 
izvor podataka poznatih varijanti koje su asocirane sa humanim bolestima, korišćena je 
ClinVar baza podataka (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) (Landrum et al., 2013). 
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Tabela 2. In silico prediktivni algoritmi 




zamene na strukturu 
i funkciju proteina 
SIFT https://sift.bii.a-star.edu.sg/ 









Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF/ 
 
Varijante su filtrirane prema dominantnim, recesivnim i X-vezanim modelima 
nasleđivanja. Iz dalje analize izbačene su varijante sa učestalošću preko 0,01% za 
dominantne bolesti i sa učestalošću preko 0,1% za recesivne i X-vezane bolesti. Sve 
varijante koje su prošle ove filtere su potom pregledane na nivou poravnanja sekvenci kako 
bi se izbegle greške u odabiru varijanti nastale zbog pogrešnog poravnanja ili loše 
pokrivenosti neke sekvence.  
U prvom koraku sekvenciranje „kliničkog egzoma“ je rađeno kod probanda. 
Identifikovane varijante su potvrđivane direktnim sekvenciranjem po Sangeru, u skladu sa 
važećim preporukama (Strom et al., 2014). Direktno sekvenciranje po Sangeru korišćeno je 
i za segregacione analize na uzorcima roditelja sa ciljem utvrđivanja porekla detektovane 
varijante (nasleđena ili de novo) i određivanja udružene heterozigotnosti u pojedinim 
slučajevima.  
Sve identifikovane varijante su unesene u ClinVar bazu podataka koja je javno 





3.2.8. Klasifikacija genskih varijanti  
 
Američki koledž za medicinsku genetiku i asocijacija za molekularnu patologiju 
(ACMG/AMP), definisali su standarde i preporuke za klasifikaciju varijanti identifikovanih 
sekvenciranjem pojedinačnih gena, genskih panela, egzomskog i genomskog sekvenciranja 
(Richards et al., 2015).  
Ova grupacija je takođe predložila i da se termini “mutacija” i “polimorfizam” 
zamene terminom “varijanta”. U praktičnj primeni mutacija se definiše kao stalna promena 
nukleotidne sekvence sa učestalošću u opštoj populaciji manjom od 1%, dok je 
polimorfizam varijanta prisutna sa učestalošću preko 1%. Ovi termini dovode do konfuzije 
zbog činjenice da se obično pretpostavlja da je mutacija patogena a polimorfizam benigna 
varijanta, što nije u skladu sa činjeničnim stanjem. Stoga, preporuke su da se uz termin 
varijanta uvek koristi pridev koji je bliže objašnjava i to: “patogena”, “verovatno 
patogena”, “nepoznatog značaja”, “verovatno benigna” i “benigna”. 
Ova klasifikacija na pet kategorija varijanti je primenljiva na Mendelovske bolesti 
na koje se priručnik za klasifikaciju i odnosi. Dalja subklasifikacija varijanti je u skladu sa 
ovim preporukama i na laboratorijama je da odluče da li žele da je primene. 
Treba istaći da se klasifikacija genskih varijanti razlikuje od klasifikacije promena u 
broju kopija u tome što se verovatno patogene i verovatno benigne genske varijante, 
zasnivaju na jačim dokazima, i označavaju verovatnoću veću od 90% da je varijanta 
patogena ili benigna. 
Varijante se klasifikuju na osnovu dva seta kriterijuma, jednog za klasifikaciju 
patogenih i verovatno patogenih varijanti, i jednog za klasifikaciju benignih ili verovatno 
benignih varijanti. Kriterijumi su podeljeni na veoma jake, jake, srednje i podržavajuće. Na 
osnovu dokaza prisutnih u literaturi, javnim bazama podataka, podataka dobijenih iz in 
silico predikcionih softvera, i drugih podataka, identifikovanoj varijanti se dodeljuju 





3.2.9. Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) 
 
U slučaju detekcije delecije i/ili duplikacije kod pacijenta, primenom MLPA metode 
ili metodom molekularnog kariotipa, rađena je FISH analiza kod roditelja sa ciljem 
utvrđivanja statusa nosioca balansiranog hromozomskog rearanžmana (recipročne ili 
insercione translokacije) i procene značaja identifikovane varijante (nasleđena ili de novo),  
koristeći DNK probe za one regione hromozoma koji su kod pacijenta deletirani i/ili 
duplicirani (Cytocell, Engleska). 
FISH je molekularno-citogenetička metoda i zasniva se na hibridizaciji 
fluorescentno obeležene DNK probe sa specifičnom ciljnom DNK. Za potrebe izvođenja 
FISH analize mogu se koristiti preparati metafaznih hromozoma ili interfaznih jedara. 
Vizuelizacija je omogućena upotrebom fluorescentnog mikroskopa.  
FISH analiza je izvođena prema standardnom protokolu (Bayani and Squire, 2004). 
Za svakog pacijenta je analizirano dvadeset metafaza. Priprema citogenetičkih preparata se 
vrši nakon kultivacije limfocita periferne krvi u trajanju od 72 h na 37°C, izlaganjem 
hipotoničnom rastvoru i rastvoru fiksativa. Fiksiranje metafaza se vrši prevlačenjem pločica 
sa uzorkom preko plamena nakon čega se ostavljaju da se osuše. Hibridizaciono polje 
odgovarajuće čistoće i mitotskog indeksa na citogenetičkim preparatima se određuje 
dijamantskom iglom. Nakon toga, preparati se uranjaju u rastvor (2xSSC/0,5% NP-40 pH 
7.0) u trajanju od 30 minuta na 37ºC. Izlaganjem seriji hladnih etanola (2 minuta u 70% 
etanolu, 2 minuta u 80% etanolu i 2 minuta u 95% etanolu), vrši se dehidratacija preparata, 
nakon čega se ostavljaju da se suše na sobnoj temperaturi. Za denaturaciju DNK koristi se 
denaturacioni rastvor (70% formamid/2xSSC pH 7,0-8,0) 5 minuta na 73ºC. Potom se 
postupak dehidratacije ponavlja na sličan način (1 minut u 70% etanolu, 1 minut u 85% 
etanolu i 1 minut u 95% etanolu) i preparati se ostavljaju da se osuše na sobnoj temperaturi. 
Za vreme sušenja preparata, pripremaju se fluorescentne probe za hibridizaciju, odnosno u 
mikrotubu se dodaje 7 μl pufera za hibridizaciju (LSI/WCP), 2 μl ddH2O i 1 μl smeše 
proba (proba koja odgovara regionu delecije/duplikacije kod pacijenta i kontrolna proba 
koja se nalazi na istom hromozomu ali u drugom regionu). Denaturacija proba se vrši u 
trajanju od 5 minuta na 73ºC nakon čega se mikrotuba stavlja odmah na led, kako bi se 
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sprečila hibridizacija lanaca DNK proba. Nakon denaturacije, probe se nanose na pokrovno 
staklo, koje se zatim pokriva obeleženim hibridizacionim poljem, dovodeći do istiskanja 
viška proba. Hibridizacija se odvija preko noći (12-16 sati) u vlažnoj komori na 37ºC. 
Nakon hibridizacije višak probe i nespecifično vezana proba se uklanjaju inkubacijom u 
trajanju od 2 minuta na 73°C u rastvoru 0.4xSSC/0.3% NP-40 i inkubacijom u trajanju od 
30 sekundi na sobnoj temperaturi u rastvoru 2xSSC/0.1% NP-40. Preparati se ostavljaju da 
se suše na sobnoj temperaturi u mraku. Posle sušenja, hromozomi se boje fluorescentnom 
bojom, a vizuelizacija vrši fluorescentnim mikroskopom. 
 
3.2.10. Baze podataka 
 
Za analizu detektovanih varijanti kao i analizu genotipsko-fenotipske korelacije 
korišćene su javno dostupne baze podataka prikazane u Tabeli 3. 
 
3.3. Statistička analiza podataka 
 
U ovom istraživanju su korišćene deskriptivne i analitičke statističke metode. 
Od deskriptivnih statističkih metoda korišćeni su apsolutni i relativni brojevi (n,%). 
Od analitičkih statističkih metoda korišćeni su neparametarski testovi, Pirsonov hi-kvadrat 
test i Fišerov test tačne verovatnoće. Rezultati su prikazani tabelarno i grafički. Svi podaci 
obrađeni su u SPSS 20.0 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows, 
Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp.) softverskom paketu i R 3.4.2 (R Core Team 
(2017). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for 












Exome Aggregation Consortium 
http://exac.broadinstitute.org/ 
Baza varijanti koje su detektovane prilikom 
sekvenciranja egzoma 61,486 osoba koje nisu u 
srodstvu. Sekvenciranje je rađeno u okviru 
populacionih studija i studija različitih bolesti. U bazu 
nisu uključena deca i srodnici onih koji su već 
uključeni u studiju. 
 
GnomAD 
Genome Aggregation Database 
https://gnomad.broadinstitute.org/ 
Baza sadrži podatke 125,748 egzomskih sekvenci i 
15,708 sekvenci celog genoma osoba koje nisu u 
srodstvu. Sekvenciranje je rađeno u okviru 
populacionih studija i studija različitih bolesti. 
dbSNP  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp 
Baza kratkih genetičkih varijacija (tipično ≤50bp) 
oformljena iz mnogo različitih izvora. 
dbVar 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar 
Baza strukturnih varijacija (tipično >50bp) 
oformljena iz mnogo različitih izvora. 
DGV 
Database of Genomic Variants 
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home 
Baza strukturnih varijacija humanog genoma. 
ClinVar 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar 
Baza kliničkog značaja i fenotipske korelacije 
humane varijacije. 
OMIM 
Online Mendelian Inheritance in Man 
http://www.omim.org 
Baza humanih gena i genetičkih bolesti koja sadrži i 
reprezentativan uzorak genetičkih varijanti koje su 
asocirane sa bolestima. 
HGMD 
Human Gene Mutation Database. 
http://www.hgmd.org 
Baza anotacija varijanti publikovanih u literaturi.  
DECIPHER 
http://decipher.sanger.ac.uk 
Molekularno-citogenetička baza korelacija 
hromozomskih aberacija sa fenotipom. 
ISCA 
The International Standards for 
Cytogenomic Arrays 
http://www.iscaconsortium.org/ 
Baza podataka promena u broju kopija dobijena 
analizom molekularnog kariotipa kod pacijenata sa 
intelektualnim poteškoćama, autizmom i 





4.1. Demografska i klinička evaluacija ispitanika 
 
U istraživanje je uključeno 220 pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama, kod kojih je prethodno urađena analiza kariotipa, kao 
i druga genetička testiranja u slučaju da su bila urađena, pokazala normalan nalaz. Oba pola 
su bila skoro podjenako zastupljena, sa 113 (56,5%, 113/220) pacijenata muškog i 107 
(53,5%, 107/220) pacijenata ženskog pola. Starost pacijenata je bila od 15 dana do 18 
godina. Pored zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća sledeći klinički parametri su 
identifikovani kod značajnog broja pacijenata:  
- Minor mane 66%  (146/220) 
- Jedna major mana 31,8% (70/220) 
- Multiple major mane 32,7% (72/220) 
- Mikrocefalija 32,7% (72/220) 
- Strukturne mane mozga 31,8% (70/220) 
- Neurološki znaci (epilepsija, hipotonija, hipertonija) 59,1% (130/220). 
Pozitivnu porodičnu anamnezu je imalo 10,4% (23/220) pacijenata, i ona se u većini 
slučajeva odnosila na brata/sestu koji su oboleli od iste bolesti. Postavljenu kliničku 
dijagnozu pre testiranja je imalo 25 (11,4%, 25/220) pacijenata, dok je dijagnozu autizma 
imalo 10 (4,5%, 10/220) pacijenata. 
 
4.2. Rezultati MLPA analize 
 
4.2.1. Identifikovane varijante i stopa detekcije  
 
Analiza subtelomernih regiona hromozoma je rađena koristeći SALSA MLPA P036 
kit dok je za potvrdu prisustva delecija i duplikacija korišćen SALSA MLPA P070 kit. 
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Roditelji pacijenata kod kojih je identifikovana delecija i/ili duplikacija su testirani MLPA i 
FISH analizom kako bi se procenio značaj i poreklo identifikovane varijante. 
 MLPA analizom je ukupno testirano 110 pacijenata. Promena u broju kopija je 
identifikovana kod njih 13: delecija je identifikovana kod osam pacijenata (pacijenti br. 13, 
17, 29 (Slika 4.), 33, 44, 62, 80 i 88), duplikacija kod dvoje (pacijenti br. 2 i 48) dok je 
istovremeno prisustvo delecije i duplikacije detektovano kod tri pacijenta (pacijenti br. 11, 
12 i 77 (Slika 5.)). Jedina rekurentna aberacija, delecija 1p36.33 regiona, identifikovana je 
kod tri pacijenta (pacijenti br. 17, 80 i 88). Kod pet pacijenata oba roditelja su testirana 
FISH analizom. Rezultati MLPA i FISH analize su predstavljeni u Tabeli 4.  
 
Tabela 4. Rezultati MLPA i FISH analize 
Pacijent Pol MLPA analiza pacijenta MLPA analiza roditelja FISH analiza roditelja 
2 M Duplikacija 19p13.3 
 
Negativna Nije rađena 
11 Ž Delecija 7q36.3 
Duplikacija 18q23 
Negativna Majka je nosilac 
translokacije 
46,XX,t(7;18)(q36.3;q23) 
12 Ž Duplikacija 3p26.3 
Delecija 13q34 
Negativna Otac je nosilac translokacije 
46,XY,t(3;13)(p25.1;q32.3) 
13 M Delecija 4p16.3 Majka pozitivna 
Otac negativan 
Nije rađena 
17 Ž Delecija 1p36.33 Negativna Nije rađena 
29 Ž Delecija 1q44 Negativna Nije rađena 
33 Ž Delecija 9p24.3 Negativna Negativna  
44 Ž Delecija 9q34.3 Negativna Nije rađena 
48 Ž Duplikacija 17p13.3 Negativna Nije rađena 
62 M Delecija 15q11.2 Negativna Nije rađena 
77 Ž Duplikacija 11q25 
Delecija 13q34 
Negativna Negativna 
80 Ž Delecija 1p36.33. Negativna Negativna 




Identifikovane varijante su detaljnije okarakterisane i dodatno potvrđene metodom 
molekularnog kariotipa kod 11 pacijenata sa pozitivnim MLPA nalazom (svi osim 
pacijenata br. 17 i 62). Kod devet pacijenata promene u broju kopija su okarakterisane kao 
patogene (pacijenti br. 2, 11, 12, 29, 44, 48, 77, 80 i 88 ), dok su kod dva pacijenta 
okarakterisane kao varijante nepoznatog značaja (pacijenti br. 13 i 33 koji su detaljnije 
opisani u odeljcima 4.2.2. i 4.2.3.) (Tabela 5). 
 
Slika 4. Primer patološkog MLPA nalaza. Delecija regiona 1q44 kod pacijenta br. 29.  
 
 
Slika 5. Primer patološkog MLPA nalaza. Duplikacija regiona 11q25 i delecija regiona 
13q34 regiona kod pacijenta br. 77. 
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4.2.2. Prikaz pacijenta br. 13 
 
Pacijent br. 13 je dečak sa teškom senzorineuralnom nagluvošću i teškim globalnim 
razvojnim zaostajanjanjem. MLPA analizom subtelomernih regiona SALSA MLPA P036 
kitom detektovana je delecija regiona 4p16.3, a zatim i potvrđena SALSA MLPA P070 
kitom. Prema standardnom protokolu, MLPA analiza je potom urađena kod njegovih 
roditelja i prisustvo iste delecije je identifikovano kod zdrave majke. Sa ciljem da se 
dodatno potvrdi postojanje delecije, urađena je FISH analiza za pomenuti region kod 
pacijenta, međutim, nalaz je bio negativan. Potom je urađena analiza molekularnog 
kariotipa kod pacijenta i njegovih roditelja, i u regionu 4p16.3 je identifikovana delecija 
veličine 95 Kb maternalnog porekla, kao i intersticijalna delecija regiona 18q12.3 
paternalnog porekla. Obe aberacije su okarakterisane kao varijante nepoznate značajnosti. 
Činjenica da su nasleđene od zdravih roditelja ukazuje na to da identifikovane varijante 
vrlo verovatno nisu patogene. Pregledom literature ustanovljeno je da se u 4p16.3 regionu 
nalazi PIGG gen koji se povezuje sa autozomno-recesivnom formom mentalne retardacije 
(OMIM 616918). S obzirom da je istovetna delecija prisutna kod majke, urađeno je 
sekvenciranje PIGG gena kod oca u potrazi za genskim varijantama koje bi kroz udruženu 
heterozigotnost sa pomenutom delecijom, mogle da dovedu do bolesti. Ipak, nalaz 
sekvenciranja nije identifikovao prisustvo patogene varijante. U toku je sekvenciranje celog 
genoma kod pacijenta, zbog mogućnosti da se genska varijanta u PIGG genu javila de 
novo, kao posledica germinativnog mozaicizma, da se nalazi u nekodirajućoj sekvenci ili 
mogućnosti da je uzrok bolesti posledica alteracije nekog drugog gena.   
 
4.2.3. Prikaz pacijenta br. 33 
 
Pacijent br 33. je devojčica sa teškim globalnim zaostajanjem u razvoju i izraženim  
zaostajanjem u rastu koje je primećeno još prenatalno, uključujući i zaostajanje u rastu 
glave. Devojčica je imala težak spasticitet, multicističnu displaziju bubrega, dermoidnu 
cistu oka, skoliozu sa anomalijama pršljenova, teške malatične i atrofične promene mozga i 
deformitete ekstremiteta. Zbog perinatalnih komplikacija je bila reanimirana po rođenju, 
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nakon čega je boravila na intenzivnoj nezi više od dva meseca. Preminula je u uzrastu od 
dve godine. MLPA analizom je identifikovana delecija regiona 9p24.3. MLPA i FISH 
analiza roditelja su pokazale normalan nalaz. Metodom molekularnog kariotipa potvrđeno 
je prisustvo terminalne delecije regiona 9p24.3 veličine 1,8 Mb. Delecija je okarakterisana 
kao varijanta nepoznate značajnosti s obzirom na to da je ista promena prethodno opisana u 
literaturi kod pacijenata sa blažim fenotipom ali i kod zdravih osoba. Dodatno, delecija ne 
obuhvata kandidatni region 9p delecionog sindroma koji se najverovatnije nalazi u traci 
9p22.3 (Swinkels et al., 2008). Pored ove delecije, identifikovana je i duplikacija regiona 
14q32.2, veličine 189 Kb, koja je takođe opisana kao varijanta nepoznate značajnosti. U 
potrazi sa genskim uzročnim varijantama, urađeno je egzomsko sekvenciranje kojim su 
identifikovane dve heterozigotne varijante u genima COL4A3BP i FLNB. Pretragom 
literature ustanovljeno je da se fenotipske prezentacije ovih varijanti samo parcijalno 
preklapaju sa kliničkom slikom pacijenta, te su i one okarakterisane kao varijante 
nepoznate značajnosti. Testiranjem roditelja, pokazano je da je otac nosilac obe varijante, 
što značajno smanjuje verovatnoću njihove patogenosti. I nakon ovih, opsežnih genetičkih 
testiranja, uzrok bolesti kod pacijenta br. 33 nije do kraja razjašnjen.   
 
4.2.4. Stopa detekcije MLPA analize 
 
MLPA analiza je identifikovala promene u broju kopija kod 13 (11,8%, 13/110) 
pacijenata. S obzirom na to da su dalja testiranja pokazala da se kod dva pacijenta radi o 
varijantama nepoznatog značaja (pacijenti br. 13 i 33), oni su isključeni prilikom 
izračunavanja dijagnostičke moći metode.   
Dakle, stopa detekcije patogenih varijanti primenom MLPA analize subtelomernih 





4.3. Rezultati analize molekularnog kariotipa 
 
4.3.1. Identifikovane varijante i stopa detekcije 
 
Analiza molekularnog kariotipa je urađena kod 110 pacijenata. Patogena promena u 
broju kopija je identifikovana kod njih 29, čime je postignuta stopa detekcije od 26,4% 
(29/110). Prisustvo delecije je detektovano kod 17 pacijenata (58,6%, 17/29), prisustvo 
duplikacije kod sedam pacijenata (24,1%, 7/29), dok je kod pet pacijenata identifikovano 
prisustvo delecije i duplikacije (17,3%, 5/29). Najmanja identifikovana varijanta je bila 
veličine 487 Kb a najveća 22,1 Mb. Sve identifikovane patogene i verovatno patogene 
delecije i duplikacije su nastale de novo, osim u slučaju pacijenta br.111 koji je deleciju 
15q13.3 regiona nasledio od oca. 
Varijante nepoznate značajnosti su identifikovane kod 14 pacijenata (12,7%, 
14/110). 
FISH analiza je urađena kod roditelja 12 pacijenata, i svi nalazi su bili negativni, 
osim u slučaju roditelja pacijenata br. 11 i 12 kod kojih je jedan od roditelja nosilac 
recipročne translokacije. Analiza molekularnog kariotipa je kod pacijenata br. 11 i 12 
rađena u cilju potvrde aberacije identifikovane MLPA analizom na subtelomerne defekte i 
ovi pacijenti su prethodno prikazani i u Tabeli 4. gde su predstavljeni rezultati MLPA i 
FISH analize.  
Kod 19 pacijenata je postavljena dijagnoza dobro definisanog mikrodelecionog ili 
mikroduplikacionog sindroma, dok su kod preostalih identifikovane retke 
delecije/duplikacije ili prisustvo dve patogene promene u broju kopija. 
Pregled patogenih i verovatno patogenih varijanti identifikovanih metodom 
molekularnog kariotipa, kao i najznačajnijih kliničkih podataka pacijenata, predstavljen 
je u Tabeli 5. 
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187a Ž RK, IP, intrauterino 
zaostajanje, hipotonija, 
nerazvijen govor, rascep 














166 Ž Lizencefalija, abnormalan 













Lizencefalija tip 1 
(OMIM:607432) 















Lizencefalija tip 1 
(OMIM:607432) 
188 M IP, abnormalan oblik lica, 








































9 Ž RK, motorno zaostajanje, 
široki palčevi, hiperehogeni 













11 Ž Teško RK, mikrocefalija, 




























12 Ž RK, hipotonija, 
mikrocefalija, facijalna 








































29 Ž Mikrocefalija, teško RK, 














 (OMIM: 612337) 
31 Ž Kongenitalna hipotonija, 















44 Ž RK, kašnjenje u razvoju 











9q34.3 delecioni sindrom 
– Klefstra sindrom  
(OMIM: 610253) 
48 Ž Teško RK, IP, hipotrofija, 
mikrocefalija sa udruženom 
facijalnom dismorfijom, 
















50 Ž RK, brahidaktilija, 
abnormalan oblik glave, 
strabizam, miopija, slabo 
razvijen govor, stenoza 
pulmonarne arterije, 





























































 (OMIM: 312080) 
103 Ž Epilepsija, ventrikularni 
septalni defekt, rascep nepca, 




































Nije rađena 19p13.13 duplikacioni 
sindrom 
(OMIM:613638) 















77 Ž Mikrocefalija,  nos "greek 
helmet warrior" izgleda, 
devijacija nosa, hipertrofija 
klitorisa, prenatalno 


























105 Ž Kraniofacijalni dismorfizam, 














Sindrom mačjeg plača 
 (OMIM: 123450) 
 

















126 M Prenatalno zaostajanje, 
hipotonija, VUR IV-V, 
strabizam, retencija testisa, 












10q26 delecioni sindrom  
(OMIM: 609625) 
























131 M Teško RK, hipotonija, 
konvergentni strabizam, 

















93 Ž Strabizam, IP, epilepsija, 
usporeno progovaranje, 













Volf-Hiršhornov sindrom  
(OMIM: 194190) 
Skraćenice: IP, intelektualne poteškoće; M, muški pol; PAC, pacijent; RK, razvojno kašnjenje; VUR, vezikouretralni refluks; Ž, ženski pol.  






4.3.2. Prikaz pacijenta br. 129 
 
Pacijent br. 129 je devojčica sa facijalnim dismorfizmima, zaostajanjem u 
razvoju, lateralnom devijacijom palčeva i zaostajanjem u razvoju govora. Analizom 
molekularnog kariotipa identifikovana je patogena duplikacija od 7,47 Mb u regionu 
10q26.11→q26.3 i patogena terminalna delecija od 3,67 Mb u regionu 10q26.3 (Slika 6). 
Ove promene su kompatibilne sa postojanjem hromozomske reorganizacije po tipu 
inverzije-duplikacije-delecije (inv dup del) u 10q regionu.  Kako bi se utvrdilo da li je 
varijanta de novo ili nasleđena, kao i da li je neko od roditelja nosilac hromozomskog 
rearanžmana, koji bi mogao da poveća rizik za rekurenciju u narednim trudnoćama, 
urađena je FISH analiza kod pacijenta (Slika 7) i roditelja (Slike 8 i 9). FISH analiza je 
pokazala prisustvo dva signala, za deletirani i duplicirani region, kod oba roditelja. Ovi 
rezultati ukazuju da je rearanžman kod pacijenta nastao de novo ili, na eventualno 
postojanje gonadalnog mozaicizma kod jednog od roditelja. Dodatno, analiza roditelja je 
omogućila da se isključi i postojanje insercione translokacije koja značajno može da utiče 
na rizik za rekurenciju (Nowakowska et al., 2012). Za analizu su korišćeni FISH klonovi 
RP11-479F7 (10q26.11) za region koji je dupliciran kod pacijenta i RP11-466F21 












Slika 7. Na slici se uočavaju tri inetrfazna signala crvene boje koja odgovaraju klonu RP11-
479F7, i jedan hibridizacioni signal zelene boje koji odgovara klonu RP11-466F21 što 




Slika 8. Kod oca pacijenta br. 129 prisutna su po dva signala za oba klona, što odgovara 
normalnom obrascu hibridizacije.  
 
 
Slika 9. Kod majke pacijenta br. 129 prisutna su po dva signala za oba klona, što odgovara 
normalnom obrascu hibridizacije. 
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4.3.3. Prikaz pacijenta br. 111 
 
Indikacija za analizu molekularnog kariotipa kod pacijenta br. 111 je bilo 
zaostajanje u psihomotornom razvoju i epilepsija, kao i atrofične promene i poremećaj 
mijelinizacije identifikovane magnetnom rezonancom mozga. Identifikovano je prisustvo 
delecije od 1,58 Mb u regionu 15q13.3 (Slika 10). Sve patogene i verovatno patogene 
promene u broju kopija identifikovane u našoj studiji su nastale de novo, osim ove kod 
pacijenta br. 111, koji je deleciju nasledio od oca koji ima epilepsiju. Slične delecije su 
prethodno opisane u literaturi u okviru 15q13.3 mikrodelecionog sindroma (OMIM: 
612001), koji ima veoma varijabilan fenotip, a može uključiti intelektualno zaostajanje, 
probleme sa govorom, epilepsiju. Ipak, odlikuje ga nepotpuna penetrantnost (od oko 80%) i 
većina pacijenata je ovu mikrodeleciju nasledila od roditelja koji su u 72% slučajeva zdravi 
(Gillentine and Schaaf, 2015; Lowther et al., 2015). Kod pacijenta je takođe identifikovana 
i verovatno benigna duplikacija od 3 Mb u regionu Yq11.223→q11.23, koja se ne podudara 




Slika 10. Rekurentna intersticijalna delecija u regionu 15q13.2q13.3. identifikovana kod 
pacijenta br. 111 i njegovog oca.
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4.3.4. Analiza korelacije kliničkih parametara i rezultata molekularnog kariotipa 
 
Analiza korelacije kliničkih parametara i rezultata molekularnog kariotipa je rađena 
sa ciljem formiranja dijagnostičkog algoritma kod pacijenata sa srednje teškim i teškim 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama. Identifikovanje parametara koji su u 
korelaciji sa patološkim nalazom molekularnog kariotipa, omogućilo bi bolju selekciju 
pacijenata za ovu analizu i time brže postavljanje genetičke dijagnoze. 
 Za analizu korelacije kliničkih parametara i rezultata molekularnog kariotipa 
korišćeni su Pirsonov hi-kvadrat test i Fišerov test tačne verovatnoće. Analiziran je fenotip 
dve grupe pacijenata: 
1. Pacijenti sa negativnim nalazom molekularnog kariotipa ili identifikovanom 
benignom varijantom  i, 
2. Pacijenti sa identifikovanom patogenom ili verovatno patogenom varijantom. 
Ispitivani klinički parametri i rezultati statističke analize su prikazani u Tabeli 6. i 
na Slici 11. Utvrđeno je da postoji korelacija između prisustva multiplih major mana i 
mikrocefalije i patološkog nalaza molekularnog kariotipa. Prisustvo jedne major mane je 
češće kod pacijenata sa normalnim nalazom molekularnog kariotipa, ipak nije dobijena 
statistička značajnost.  
Analizirana je i korelacija različitih kombinacija kliničkih parametara i rezultata 
molekularnog kariotipa. Ispitivane kombinacije kliničkih parametara i rezultati statističke 
analize su prikazani u Tabeli 7. i na Slici 12. Dobijeni rezultati su skladu sa onim za 
pojedinačne fenotipske karakteristike. Statistički značajna korelacija postoji između 
prisustva multiplih major mana i normalnog longitudinalnog rasta i patološkog nalaza 
molekularnog kariotipa, dok je odsustvo intrauterinog zaostajanja u rastu i multiplih major 
mana u korelaciji sa normalnim nalazom molekularnog kariotipa. Prisustvo jedne major 
mane i normalnog longitudinalnog rasta je češće kod pacijenata sa normalnim nalazom 
molekularnog kariotipa, ipak, nije dobijena statistička značajnost.
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PATOGENA VARIJANTA (29) 
Pozitivna porodična anamneza 3 (4,5%) 3 (10,30%) 0,362a 
Intrauterino zaostajanje u rastu 9 (13,4%) 7 (24,1%) 0,237a 
Autizam 6 (9%) 0 (0%) 0,173a 
Rascep usne i/ili nepca 4 (6%) 4 (13,8%) 0,238a 
Minor mana 44 (65,7%) 22 (75,9%) 0,323b 
Jedna major mana 24 (35,8%) 5 (17,2%) 0,069b 
Multiple major mane 18 (26,9%) 17 (58,6%) 0,003b 
Mikrocefalija 21 (31,3%) 17 (58,6%) 0,028b 
Strukturne mane mozga 12 (17,9%) 9 (31%) 0,153b 
Gastrointestinalne malfromacije 3 (4,5%) 1 (3,4%) 1,000a 
Malformacije srca 8 (11,9%) 4 (13,8%) 0,750a 
Urogenitalna malformacije 9 (13,4%) 5 (17,2%) 0,754a 
Skeletne malfromacije 5 (7,5%) 2 (6,9%) 1,000a 
Neurološki znaci 43 (64,2%) 23 (79,3%) 0,142b 
Nizak rast 5 (9,8%) 6 (12,5%) 0,754a 
Klinička dijagnoza pre testiranja 9 (13,4%) 5 (17,2%) 0,428b 
aFišerov test tačne verovatnoće 






Slika 11. Korelacija između kliničkih parametara i rezultata molekularnog kariotipa. Statistički značajna korelacija postoji 
između patološkog nalaza molekularnog kariotipa i multiplih major mana i mikrocefalije. Prisustvo jedne major mane je češće 

























PATOGENA VARIJANTA (29) 
Odsustvo intrauterinog zaostajanja 
i multiplih major mana 45 (67,2%) 12 (41,4%) 0,018b 
Multiple major mane i  
nizak rast 7 (10,4%) 4 (13,8%) 0,730a 
Odsustvo major i minor mana i 
normalan longitudinalni rast  17 (25,4%) 4 (13,8%) 0,208b 
Odsustvo major i minor mana i nizak 
rast 0 (0%) 0 (0%) / 
Prisustvo minor mana, odsustvo 
major mana i nizak rast 1 (1,5%) 1 (3,4%) 0,515a 
Prisustvo minor mana, odsustvo 
major mana i normalan 
longitudinalni rast 14 (20,9%) 6 (20,7%) 0,982b 
Prisustvo jedne major mane i 
normalan longitudinalni rast 23(34,3%) 5 (17,2%) 0,091b 
Prisustvo jedne major mane i  
nizak rast 1 (1,5%) 0 (0%) 1,000a 
Prisustvo multiplih major mana i 
normalan longitudinalni rast 11 (16,4%) 13 (44,8%) 0,003b 
Prisustvo multiplih major mana i 
nizak rast 7 (10,4%) 4 (13,8%) 0,730b 
aFišerov test tačne verovatnoće 
bPirsonov hi-kvadrat test 
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Slika 12. Korelacija između kombinacija kliničkih parametara i rezultata molekularnog kariotipa. Statistički značajna korelacija 
postoji između prisustva multiplih major mana i normalnog longitudinalnog rasta i patološkog nalaza molekularnog kariotipa, 
dok je odsustvo intrauterinog zaostajanja u rastu i multiplih major mana u korelaciji sa normalnim nalazom molekularnog 
kariotipa. Prisustvo jedne major mane i normalnog longitudinalnog rasta je češće kod pacijenata sa normalnim nalazom 
molekularnog kariotipa, ipak, nije dobijena statistička značajnost.
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4.4. Rezultati sekvenciranja „kliničkog egzoma“  
 
4.4.1. Identifikovane varijante i stopa detekcije 
 
Sekvenciranje “kliničkog egzoma” je urađeno kod 110 pacijenata. Patogena ili 
verovatno patogena varijanta (klasa V i IV) je identifikovana kod 48 pacijenata, čime je 
postignuta stopa detekcije od 43,6% (48/110). Autozomno-dominantan obrazac 
nasleđivanja je bio prisutan kod 60,4% (29/48) pacijenata, autozomno-recesivan kod 33,3% 
(16/48) pacijenata, dok je X-vezano recesivno i X-vezano dominantno nasleđivanje opisano 
kod dva (4,2%, 2/48) i jednog (2,1%, 1/48) pacijenata respektivno. Roditelji pacijenata su 
testirani u 75% (36/48) slučajeva, dok su preostali bili nedostupni za testiranje.  
Ukupno je detektovano 55 varijanti kod 48 pacijenata, od toga 37 novih varijanti 
koje prethodno nisu opisane u literaturi. Od identifikovanih varijanti najzastupljenje su bile 
missense varijante (23/55, 41,8%) i nonsense varijante (23,6%, 13/55). Frameshift, splice-
site varijante i in-frame delecije su identifikovane deset (18,2%, 10/55), šest (10,1%, 6/55) i 
tri (5,4%, 3/55) puta respektivno. Samo su kod pacijenta br. 204 identifikovane varijante u 
dva gena, kod svih ostalih pacijenata detektovane su varijante u jednom genu. Jedina 
varijanta koja je identifikovana kod više od jednog pacijenta je NM_207346.2:c.919G>T 
p.Ala307Ser u TSEN54 genu, prisutna kod pacijenata br. 143, 149 i 180. Sve identifikovane 
varijante su asocirane sa dobro okarakterisanim bolestima iz OMIM baze (engl., Online 
Mendelian Inheritance in Man) (Hamosh et al., 2005).  
Među dobijenim rezultatima posebno se izdvajaju oni za pacijente br. 202 i 148. 
Kod pacijenta br. 202 je identifikovana nova homozigotna varijanta u NRXN1 genu, koja je 
asocirana sa sindromom nalik Pit-Hopkinsovom sindromu tip 2 (OMIM:614325). 
Prisustvo iste varijante je potvrđeno kod majke ali ne i kod oca. Analizom 
homozigotnosti utvrđeno je da se ona rasprostire duž čitavog hromozoma br. 2, na kom 
se NRXN1 gen i nalazi, ukazujući na prisustvo maternalne uniparentalne dizomije (skr. 
UPD). Kod pacijenta br. 148 sa Rubinštajn-Tajbijevim sindromom (OMIM:180849), 
utvrđeno je prisustvo uzročne varijante u mozaiku od 18,5%. 
Varijante nepoznate značajnosti su identifikovane kod 11 pacijenata (11/110, 10%). 
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Pre testiranja metodom kliničkog egzomskog sekvenciranja, 19 pacijenata je imalo 
specifičnu  kliničku dijagnozu (17,3%, 19/110). Kod sedam (36,8%, 7/19) od njih je 
dijagnoza potvrđena (Retov sindrom kod pacijenta br. 200, Draveov sindrom kod pacijenta 
br. 160, Kornelija de Lange sindrom kod pacijenta br. 212, Rubinštaj-Tajbijev sindrom kod 
pacijenta br. 148, Kofin-Lovrijev sindrom kod pacijenta br. 150, Žuberov sindrom kod 
pacijenta br. 170 i Opic-Kavegia sindrom kod pacijenta br. 176), kod četiri (21%, 4/19) 
je postavljena nova dijagnoza, a osam (41,2%, 8/19) je imalo negativan nalaz 
sekvenciranja “kliničkog egzoma”.  
Pregled patogenih i verovatno patogenih varijanti, kao i najznačajnijih kliničkih 

































 OMIM BAZA 





/ AUTS2  NM_015570.3: 
c.742+1G>A 
p.? 



















CTNNB1  NM_001098209.1: 
c.1876G>T 
p.Glu626X 








CTNNB1 – uzrokovana 
mentalna retardacija, 
autozomno dominantna 19 
(OMIM:615075) 














retardacija i mikrocefalija sa 
hipoplazijom ponsa i 
cerebeluma (OMIM:300749) 
200b Ž RK, razvojna regresija, 
stereoptipni pokreti, 
tremor, ataksija 




PS1, PM1, PM2, PP3) 





Missense MECP2-asocirana bolest sa 
mentalnom retardacijom, 
zaostajanjem u razvoju i 
razvojnom regresijom 
(OMIM:300005) 






hoda, otežano stajanje 








































 (OMIM:103050)  








PM2, PM5, PP3, PP4) 
Nova XLR 
Hemizigot 
Missense Deficijencija cerebralnog 
kreatina sindrom1 
(OMIM:300352) 









PS1, PS3, PM2, PP3) 




Missense Ajkardi-Gutijeresov  
sindrom 7 (OMIM:615846) 
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198 M IP, Kašnjenje u 
razvoju govora, 








































































mentalna retardacija 38 
(OMIM:615516) 
174 M Teške IP, lizencefalija, 
Epilepsija 




PS1, PM1, PM2, PP3) 




Missense Lizencefalija tip 1 
(OMIM:607432) 








PS1, PS3, PP3) 




Missense Pontocerebelarna hipoplazija 
tip 4 (OMIM:225753) 
143 M Teške IP, epilepsija, 
mikrocefalija 




PS1, PS3, PP3) 






Missense Pontocerebelarna hipoplazija 
tip 4 (OMIM:225753) 
180 M Teško RK, teško 
zaostajanje u rastu, 
hipoplazija moždanog 
stabla 




PS1, PS3, PP3) 






Missense Pontocerebelarna hipoplazija 
tip 4 (OMIM:225753) 
189 Ž RK, epileptička  
encefalopatija, teška 
hipotonija 





























































155 Ž Teško RK, 
mikrocefalija, 
epilepsija 








Missense Epileptička encefalopatija, 
rana infantilna 4 
(OMIM:612164) 


















Missense Epileptička encefalopatija, 
rana infantilna 7 
(OMIM:613720) 
190 Ž Teško RK, 
generalizovana 
hipotonija, epilepsija 
/ KCNQ2  NM_172107.2: 
c.869G>T 
p.Gly290Val 
(Verovatno patogena,  




Missense Epileptička encefalopatija, 
rana infantilna 7 
(OMIM:613720) 
161 Ž RK, regresija govora, 
farmakorezistentna 
epilepsija 












Draveov sindrom i drugi 
fenotipovi sa epilepsijom 
(OMIM:182389) 











PS2, PM1, PM2, PP4) 





Inframe Draveov sindrom 
(OMIM:607208) 
157 M IP, autizam, ponašajne 
abnormalnosti, 
epilepsija 
/ GRIN2B NM_000834.3: 
c.2225G>T 
p.Arg742Ile 
(Verovatno patogena,  




Missense Epileptička encefalopatija, 
rana infantilna 27 
(OMIM:616139), Autozomno 
dominantna mentalna 
retardacija tip 6 
(OMIM:613970) 
151 M RK, IP, mikrocefalija, 
infantilni spazmi, 
facijalna dismorfija,  
nemogućnost sedenja i 
hodanja, suženi prsti 
 
 
/ GRIN2B  NM_000834.3: 
c.2395G>A 
p.Gly799Ser 
(Verovatno patogena,  




Missense Epileptička encefalopatija, 
rana infantilna 27 
(OMIM:616139), Autozomno 
dominantna mentalna 











/ GRIN2B  NM_000834.3: 
c.2216T>G 
p.Met739Arg 
(Verovatno patogena,  
PS2, PM2, PP3) 
Nova AD 
De novo  
Missense Epileptička encefalopatija, 
rana infantilna 27 
(OMIM:616139), Autozomno 
dominantna mentalna 
retardacija tip 6 
(OMIM:613970) 















PVS1, PS1, PM2) 
Broj RCV 
00001961.1  




































138 M IP, minor dismorfizmi, 
napadi, 
ventrikulomegalija 
/ ATP1A3  NM_001256214.1: 
c.449C>T 
p.Ser150Phe 
(Patogena, PS1, PS2, 
PM2, PP3) 







Missense Naizmenična hemiplegija 
(OMIM:614820) 
159 Ž RK, napadi, 
zaostajanje u rastu, 
prenatalno zaostajanje 




PS1, PM2, PP3) 







191 M RK, generalizovana 
hipotonija, infantilni 
spazmi 








Frameshift Rana infantila epileptička 
encefalopatija1 
(OMIM:308350) 
144 M IP, RK, motorno 
zaostajanje, napadi, 
nespušteni testisi 
/ BRAF  NM_004333.4: 
c.755G>C 
p.Arg252Pro 
(Verovatno patogena,  




Missense Nunanov sindrom 7 
(OMIM:613706) 









SMC1A  NM_006306.3: 
c.802_804delAAG 
p.Lys268del 
(Patogena, PS1, PM2, 
PM4, PP3, PP4)  






Kornelija de Lange sindrom, 




148b M RK, abnormalan oblik 





CREBBP  NM_004380.2: 
c.6244C>T 
p.Gln2082X 




























Frameshift Rubinštajn-Tajbijev sindrom 
(OMIM:180849) 
164 M RK, IP, poremećaj 
pažnje, zaostajanje u 
rastu, epilepsija 








Frameshift Angelmanov sindrom 
(OMIM:105830) 
172 Ž RK, abnormalan oblik 
lica, polimikrogirija, 
otežan hod, motorno 
zaostajanje 
/ EHMT1  NM_024757.4: 
c.2712+1G>A 
p.? 
(Patogena, PVS1, PS1, 
PS2, PM2) 











154 M RK, epilepsija, 
mikrocefalija, 
mikrognacija, 
problemi u govoru, 
abnormalnosti lica 













150b M RK, hipotonija, 
motorno zaostajanje, 



































































 SBIDDS (engl., Short 
Stature, Brachydactyly, 
Intellectual Developmental 




170b Ž Globalno RK, slepilo Žuberov 
sindrom 













































Žuberov sindrom 5 
(OMIM:610188) 
147 M IP,  abnormalan oblik 
lica, hipertelorizam, 
kratak nos, suženi 
prsti, nespušteni testisi, 
talipes equinovarus 




PM2, PM6, PP3, PP4) 
Nova AD 
Heterozigot 
Missense Genitopatelarni sindrom 
(OMIM:606170), 













PVS1, PM2, PM6) 
Nova AD 
Heterozigot 
Frameshift Genitopatelarni sindrom 
(OMIM:606170), 





















































































































Vardenburgov sindrom tip 2A 
(OMIM:193510) 




/ MKS1  NM_017777.3: 
c.1115_1117delCCT 
p.Ser372del 
(Verovatno patogena,  
PS1, PM2, PM4, PP4) 











176b M RK, IP, imperforatni 
anus, agenezija 
žuljevitog tela, 






(Patogena, PS1, PS2, 
PM2, PP3) 







Missense Opic-Kavegia sindrom 
(OMIM:305450) 
202 Ž Teško neurološko 
propadanje sa 
razvojnom regresijom i 
leukodistrofijom 














Pit-Hopkins-nalik sindrom 2  
(OMIM:614325) 
 












Frameshift KBG sindrom 
(OMIM:148050) 
101 Ž Teško RK, abnormalan 















patogena, PM2, PP3, 
BP1) 










































Missense Kompleksna kortikalna 
displazija sa drugim 
malformacijama mozga 
(OMIM:614039) 








PM1, PM2, PM6, PP3, 
PP5) 





Missense Autozomno dominantna i 
autozomno recesivna bolest 
sa ili bez hiperkinetičkih 
pokreta i epilepsijom 
(OMIM:614254) 










Baertling at al AR 
Homozigot 
Frameshift Kombinovana deficijencija 
oksidativne fosforilacije 5 
(OMIM:611719) 
Skraćenice: AD, autozomno dominantno; AR, autozomno recesivno; IP, intelektualne poteškoće; M, muški pol; MLPA, engl., multiplex ligation probe dependent amplification; PAC, pacijent; RK, razvojno kašnjenje; Ž, 
ženski pol; XLD, X-vezano dominantno (engl., X-linked dominant ); XLR, X-vezano recesivno (engl., X-linked recessive).  
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Akronimi: ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics; ExAC, Exome Aggregation Consortium; GnomAD, Genome Aggregation Database; HGMD, The Human Gene Mutation Database; OMIM, 
Online Mendelian Inheritance in Man. 
aPromenjena inicijalna dijagnoza 
bPotvrđena inicijalna dijagnoza 
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4.4.2. Analiza korelacije kliničkih parametara i rezultata sekvenciranja „kliničkog egzoma“  
 
Analiza korelacije kliničkih parametara i rezultata sekvenciranja „kliničkog egzoma“ 
je rađena sa ciljem formiranja dijagnostičkog algoritma kod pacijenata sa srednje teškim i 
teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama. Identifikovanje parametara koji 
su u korelaciji sa patološkim nalazom sekvenciranja „kliničkog egzoma“, omogućilo bi 
bolju selekciju pacijenata za ovu analizu i time brže postavljanje genetičke dijagnoze. 
 Za analizu korelacije kliničkih parametara i rezultata sekvenciranja „kliničkog 
egzoma“  korišćeni su Pirsonov hi-kvadrat test i Fišerov test tačne verovatnoće. Analiziran 
je fenotip dve grupe pacijenata: 
1. Pacijenti sa negativnim nalazom sekvenciranja „kliničkog egzoma“ ili 
identifikovanom benignom varijantom  i, 
2. Pacijenti sa identifikovanom patogenom ili verovatno patogenom varijantom. 
Ispitivani klinički parametri i rezultati statističke analize su prikazani u Tabeli 9. i na 
Slici 13. Utvrđeno je da postoji korelacija između prisustva jedne major mane i patološkog 
nalaza sekvenciranja „kliničkog egzoma“. Specifična klinička dijagnoza pre testiranja i 
odsustvo minor mana je češće kod pacijenata sa patološkim nalazom sekvenciranja 
„kliničkog egzoma“, ipak, nije dobijena statistička značajnost.  
Analizirana je i korelacija različitih kombinacija kliničkih parametara i rezultata 
sekvenciranja „kliničkog egzoma“. Ispitivane kombinacije kliničkih parametara i rezultati 
statističke analize su prikazani u Tabeli 10. i na Slici 14. Dobijeni rezultati su skladu sa 
onim za pojedinačne fenotipske karakteristike. Statistički značajna korelacija postoji 
između prisustva jedne major mane i normalnog longitudinalnog rasta i patološkog nalaza 
sekvenciranja „kliničkog egzoma“, dok je prisustvo minor mana i normalnog 



























PATOGENA VARIJANTA (48) 
Pozitivna porodična anamneza 6 (11,8%) 6 (12,5%) 0,911a 
Intrauterino zaostajanje u rastu 4 (7,8%) 4 (8,3%) 1,000a 
Autizam 5 (9,8%) 1 (2,1%) 0,206a 
Rascep usne i/ili nepca 3 (5,9%) 0 (0%) 0,243a 
Minor mana 36 (70,6%) 26 (54,2%) 0,091b 
Jedna major mana 7 (13,7%) 22 (45,8%) <0,001b 
Multiple major mane 19 (37,3%) 13 (27,1%) 0,280b 
Mikrocefalija 20 (39,2%) 16 (33,3%) 0,543b 
Strukturne mane mozga 10 (19,6%) 14 (29,2%) 0,267b 
Gastrointestinalne malfromacije 1 (2%) 2 (4,2%) 0,610a 
Malformacije srca 4 (7,8%) 4 (8,3%) 1,000a 
Urogenitalna malformacije 1 (2%) 3 (6,3%) 0,352a 
Skeletne malfromacije 5 (9,8%) 5 (10,4%) 1,000a 
Neurološki znaci 31(60,8%) 34 (70,8%) 0,293b 
Nizak rast 5 (9,8%) 6 (12,5%) 0,670a 
Klinička dijagnoza pre testiranja 7 (13,7%) 13 (27%) 0,098b 
aFišerov test tačne verovatnoće 







Slika 13. Korelacija između kliničkih parametara i sekvenciranja „kliničkog egzoma“. Statistički značajna korelacija postoji 
između prisustva jedne major mane i patološkog nalaza sekvenciranja „kliničkog egzoma“. Specifična klinička dijagnoza pre 



























PATOGENA VARIJANTA (48) 
Odsustvo intrauterinog zaostajanja i 
multiplih major mana 32 (63%) 33 (68,8%) 0,529b 
Multiple major mane i  
nizak rast 5 (9,8%) 4 (8,30%) 1,000a 
Odsustvo major i minor mana i 
normalan longitudinalni rast  12 (23,5%) 18 (37,50%) 0,131b 
Odsustvo major i minor mana i nizak 
rast 
 
0 (0%) 0 (0%) / 
Prisustvo minor mana, odsustvo 
major mana i nizak rast 
 
0 (0%) 1 (2,10%) 0,485a 
Prisustvo minor mana, odsustvo 
major mana i normalan 
longitudinalni rast 16 (31,4%) 4 (8,30%) 0,004b 
Prisustvo jedne major mane i 
normalan longitudinalni rast 7 (14%) 21 (43,80%) 0,001b 
Prisustvo jedne major mane i  
nizak rast 0 (0%) 1 (2,10%) 0,485a 
Prisustvo multiplih major mana i 
normalan longitudinalni rast 14 (27,5%) 9 (18,80%) 0,306b 
Prisustvo multiplih major mana i 
nizak rast 5 (9,8%) 4 (8,30%) 1,000b 





Slika 14. Korelacija između kombinacija kliničkih parametara i rezultata sekvenciranja „kliničkog egzoma“. Statistički značajna 
korelacija postoji između prisustva jedne major mane i normalnog longitudinalnog rasta i patološkog nalaza sekvenciranja 
„kliničkog egzoma“, dok je  prisustvo minor mana i normalnog longitudinalnog rasta, bez major mana, u korelaciji sa normalnim 







Subtelomerni regioni su veoma bogati genima, heterogeni i jedinstveni za svaki 
hromozom. U njima se nalazi veliki broj pseudogena i ponavljajućih sekvenci koje ih čine 
podložnim nealelskoj homolognoj rekombinaciji koja može dovesti do promena u broju 
kopija DNK sekvenci (Behjati and Tarpey, 2013). Kriptični rearanžmani subtelomera su u 
osnovi bolesti kod 5-20% pacijenata sa idiopatskim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama (Flint et al., 1995; Knight et al., 1999; Xu and Chen, 2003; Rooms et al., 
2004). MLPA metoda se pokazala kao tačna i pouzdana u identifikaciji delecija, duplikacija 
i amplifikacija koje se nalaze u osnovi mnogih bolesti, uključujući i one koje su uzrokovane 
subtelomernim rearanžmanima (Palomares et al., 2006). Bez obzira na nižu stopu detekcije 
u odnosu na analizu molekularnog kariotipa, zahvaljujući dostupnosti, ceni, i brzini 
izvođenja analize, MLPA metoda se danas koristi u mnogim laboratorijama za testiranje 
pacijenata sa zaostajanjem u razvoju i intelektualnim poteškoćama. 
U našoj studiji, subtelomerni rearanžmani su identifikovani kod 13 od 110 
pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama. 
Sa ciljem detaljnije karakterizacije varijanti urađena je analiza molekularnog kariotipa koja 
je pokazala da su kod dva pacijenta u pitanju varijante nepoznate značajnosti (pacijenti br. 
13 i 33). Analiza molekularnog kariotipa nije urađena kod pacijenta br. 17, međutim, 
klinička slika ovog pacijenta je vrlo jasno upućivala na deleciju 1p36.6, što je MLPA 
analizom i potvrđeno. Analiza molekularnog kariotipa nije rađena ni kod pacijenta br. 62 
kod koga je identifikovana delecija 15q11.2 regiona. Ova delecija odgovara Prader-
Vilijevom sindromu, te je za potvrdu navedene varijante upotrebljen MLPA kit za 
mikrodelecione sindrome (SALSA MLPA P245). Dakle, MLPA analiza subtelomernih 
regiona je u našoj studiji omogućila postavljanje dijagnoze kod 11 (10%, 11/110) 
pacijenata.   
Većina dosadašnjih studija je pokazala da se stopa detekcije primenom MLPA 
analize subtelomernih regiona kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama kreće oko 5% (Wu et al., 2010; Behjati and Tarpey, 2013; Mundhofir et al., 
2013; Medina et al., 2014; Damnjanovic et al., 2015). U pojedinim studijama, postignute su 
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i stope detekcije od 7,3% (Pohovski et al., 2013), 8,9% (Santa María et al., 2016) i 10% 
(Palomares et al., 2006). Najveći uticaj na stopu detekcije svakako imaju kriterijumi za 
odbir pacijenata za analizu. Jedan od njih se ogleda u težini bolesti pacijenata koji su 
uključeni u istraživanje. Pokazano je da su subtelomerni rearanžmani značajno češći kod 
pacijenata sa srednje teškim i teškim intelektualnim zaostajanjem u odnosu na one sa 
blažom formom bolesti (Knight et al., 1999; Vissers et al., 2016). Činjenica da su u našu 
studiju uključeni pacijenti sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama najverovatnije doprinosi iznadprosečnoj stopi detekcije. 
Sa druge strane, bitan kriterijum za odabir pacijenata predstavlja rezolucija 
citogenetičke analize kariotipa, koja je u svim pomenutim istraživanjima, kao i u našem, 
izvedena pre MLPA analize subtelomernih regiona. U većini publikacija se navodi da je 
analiza kariotipa urađena na rezoluciji od 550 traka. U našem istraživanju, ova rezolucija je 
bila niža. Naime, kada se pogledaju rezultati molekularnog kariotipa za pacijente br. 2, 11, 
12, 29, 44, 48, 77, 80 i 88 u Tabeli 5, uočava se da su za čak četiri pacijenta (pacijenti br. 
12, 29, 48 i 77) identifikovane promene veće od 10Mb, koja predstavlja gornju granicu 
vidljivosti hromozomskih rearanžamana na svetlosnom mikroskopu. Ukoliko bi se broj 
dijagnostikovanih pacijenata umanjio za navedena četiri, stopa detekcije u našoj studiji bi 
iznosila 6,4% (7/110). 
Analiza subtelomernih regiona je pre našeg istraživanja urađena u Srbiji kod 
pacijenata sa zaostajanjem u razvoju i intelektualnim poteškoćama, sa ili bez urođenih 
anomalija, i dobijena je stopa detekcije od 5% (Damnjanovic et al., 2015). Za razliku od 
našeg istraživanja, uključeni su bili i pacijenti sa blagim intelektualnim poteškoćama.   
Iako je MLPA analiza vrlo uspešna u detekciji subtelomernih rearanžmana kod 
pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, 
klinički značaj svake identifikovane varijante treba pažljivo interpretirati, naročito u onim 
situacijama gde klinička slika pacijenta ne odgovara prethodno opisanim slučajevima u 
literaturi. Primer za to je pacijent br. 13 kod koga je identifikovana delecija regiona 4p16.3 
SALSA MLPA P036 kitom, a zatim i potvrđena kitom SALSA MLPA P070. Osim kliničke 
slike koja nije odgovarala Volf-Hiršhornovom sindromu, dodatnu sumnju u patogenost 
identifikovane varijante je podstakla i potvrda prisustva delecije kod majke pacijenta. 
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Analizom molekularnog kariotipa je zatim pokazano da je u pitanju varijanta nepoznate 
značajnosti u oviru koje se nalazi PIGG gen. Ovaj gen je asociran sa autozomno-
recesivnom formom mentalne retardacije (OMIM 616918) u čiji klinički spektar bi se 
mogao uklopiti fenotip pacijenta, te je u toku sekvenciranje celog genoma u potrazi za 
drugom PIGG varijantom koja bi kroz udruženu heterozigotnost mogla dovesti do bolesti.  
Za većinu subtelomernih rearanžmana specifični fenotip još nije detaljno definisan, 
što otežava postavljanje dijagnoze i odabir pacijenata za testiranje (Wu et al., 2010). 
Mikorduplikacije ovih hromozomskih regiona je naročito teško klinički prepoznati jer često 
imaju suptilne fenotipove (Stankiewicz et al., 2010). Međutim, neke kliničke karakteristike 
se češće viđaju kod pacijenata sa subtelomernim abnormalnostima. Listu od pet takvih 
karakteristika napravio je de Vris sa saradnicima i ona se može koristiti za preselekciju 
pacijenata za testiranje na rearanžmane subtelomernih regiona. Te karakterstike uključuju: 
pozitivnu porodičnu istoriju, prenatalno zaostajanje u rastu, postnatalne abnormalnosti 
rasta, najmanje dve facijalne dismorfičke karakteristike i najmanje jednu nefacijalnu 
dismorfičku karakteristiku i/ili urođenu anomaliju (De Vries et al., 2001). Od 11 pacijenata 
sa identifikovanom patogenom delecijom i/ili duplikacijom u našoj studiji, nijedan nije 
imao pozitivnu porodičnu istoriju, tri (27,3%, 3/11) pacijenta su imala prenatalno 
zaostajanje u rastu, šest (54,4%, 6/11) pacijenata je imalo postnatalno zaostajanje u rastu, 
deset pacijenata (91%, 10/11) je imalo facijalnu dismorfiju i devet (82%, 9/11) pacijenata je 
imalo najmanje jednu nefacijalnu dismorfičku karakteristiku i/ili urođenu anomaliju. 
MLPA analizom subtelomernih regiona u našoj studiji je identifikovana patogena 
promena kod 11 od ukupno 110 testiranih pacijenata (10%). Kod šest (54,5%, 6/11) 
pacijenata je ustanovljeno prisustvo delecije, kod dva (18,2%, 2/11) pacijenta prisustvo 
duplikacije, dok je kod tri (27,3%, 3/11) pacijenta identifikovano prisustvo delecije i 
duplikacije. Delecije su identifikovane u šest subtelomernih regiona 1p, 1q, 7q, 9q, 13q, 
15q, dok su duplikacije identifikovane u pet subtelomernih regiona 3p, 11q, 17p, 18q, 19p. 
Literaturni podaci ukazuju da su najčešće subtelomerne delecije 1p, 4p i 9p (De Vries et al., 
2003). Iako su u našoj studiji identifikovane delecije u sva tri navedena regiona, analizom 
molekularnog kariotipa je pokazano da su delecije u regionima 4p i 9p nepoznate 
značajnosti (pacijenti br. 13 i 33), i da se na osnovu njih ne može objasniti klinička slika 
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pacijenta. Duplikacije subtelomernih regiona se ne viđaju često kod pacijenata sa 
intelektualnim poteškoćama i urođenim anomalijama kako je pokazala studija Ruiter i 
saradanika, u kojoj je njihova učestalost bila 0,5% (Ruiter et al., 2007). Učestalost 
subtelomernih duplikacija u našoj studiji je 1,8% (2/110). Smatramo da ovakav rezultat 
može biti posledica malog broja ispitanika, koji je šest puta manji u odnosu na pomenutu 
studiju.  
Delecija 1p36.33 regiona je identifikovana kod tri pacijenta (pacijenti br. 17, 80 i 
88). Delecija 1p36.33 predstavlja najčešću terminalnu hromozomsku deleciju kod ljudi, sa 
učestalošću od 1 na 5000 novorođenčadi (Shaffer and Lupski, 2000; Heilstedt et al., 2003).  
Zahvaljujući velikom broju opisanih slučajeva u literaturi, klinička slika pacijenata sa 1p36 
mikrodelecionim sindromom (OMIM:607872) je dobro definisana a uključuje: zaostajanje 
u razvoju, intelektualne poteškoće, konvulzivne i epileptičke napade, probleme sa vidom, 
gubitak sluha, nizak rast, mikrocefaliju, anomalije mozga, rascep nepca, urođene srčane 
mane, kardiomiopatiju, renalne anomalije i karakterističnu facijalnu dismorfiju: zaravnjen 
facijes, duboko usađene oči sa ravnim obrvama, udubljen središnji deo lica, širok, kratak i 
ravan nos, dugačak filtrum, epikantuse, špicastu bradu, nadole orjentisane uglove usana, 
nisko postavljene i loše oblikovane ušne školjke (Battaglia et al., 2008). Iako je definisanje 
fenotipskog obrasca učinilo ovaj sindrom klinički prepoznatljivim, postoji izražena 
fenotipska varijabilnost između pacijenata koja je posledica razlika u lokaciji i veličini 
hromozomske delecije (Jordan et al., 2015). Kod pacijenta br. 17 na sindrom mikrodelecije 
1p36 je posumnjano na osnovu intrauterinog zaostajanja u rastu, srčane mane, a naročito 
zaravnjenog facijesa, kratkog nosa i nadole orjentisanih uglova usana. Na evaluaciji u 
uzrastu od dve godine, konstatovano je i karakteristično teško motoričko i intelektualno 
zaostajanje, kao i epilepsija, koja je čest pratilac ovog sindroma. U slučaju pacijenta br. 88, 
na prvoj evaluaciji kod kliničkog genetičara u uzrastu od četiri meseca, posumnjano je na 
neki od mikrodelecionih sindroma, na osnovu hipotonije, neobičnih spontanih pokreta, 
odsustva reakcije na zvuk i odsustva praćenja pogledom. Na osnovu rezultata MLPA 
analize subtelomernih regiona postavljena je dijagnoza 1p36 mikrodelecionog sinodroma, 
kojim se objašnjavanju i kašnjenje u razvoju, epilepsija i kardiomiopatija koji su se kasnije 
manifestovali. Hipotonija, epilepsija, srčana mana, prenatalno zaostajanje u rastu kao i 
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facijalna dismorfija prisutni kod pacijenta br. 80 ukazali su na postojanje sindroma delecije 
1p36 još u uzrastu od tri meseca, što je kasnije i potvrđeno MLPA analizom.  
S obzirom na to da delecije i duplikacije identifikovane MLPA metodom mogu 
nastati kao posledica prisustva balansiranih hromozomskih rerarnžmana kod roditelja 
pacijenata, uvek se preporučuje FISH analiza kod pacijenta i/ili roditelja kako bi se 
pacijentima i njihovim porodicama obezbedilo adekvatno genetičko informisanje. U našoj 
studiji urađena je FISH analiza kod roditelja pet pacijenata (Tabela 3). FISH analiza je 
pokazala da su majka pacijenta br. 11 i otac pacijenta br. 12 nosioci balansiranih 
translokacija, što rezultuje povišenim rizikom za dobijanje aberantnog potomstva. Ovaj 
rizik nije isti za sve nosioce balansiranih rearanžmana, a zavisi pre svega od tačaka prekida 
na hromozomima kao i od toga koji konkretno hromozomi učestvuju u translokaciji. 
Pacijentima je objašnjena mogućnost prenatalne i preimplantacione dijagnostike, kojima se 
pravovremeno može odrediti postojanje hromozomskih abnormalnosti, i na taj način 
omogućiti rađanje zdravog deteta. 
Velika studija, sprovedena 2010. godine, pokazala je da bi prvi korak u genetičkom 
testiranju pacijenata sa globalnim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, 
bolestima iz spektra autizma i kongenitalnim anomalijama trebalo da bude molekularni 
kariotip (Miller et al., 2010). To je bila velika meta-analiza, koja je obuhvatila rezultate 33 
istraživanja sprovedena do tada. Rezultati ove analize su pokazali da je dijagnostička moć 
molekularnog kariotipa od 15-20% značajno veća od dijagnostičke moći analize kariotipa 
koja iznosi oko 3% kada se isključi Daunov sindrom i druge fenotipski prepoznatljive 
hromozomopatije. Ovi rezultati su potvrđeni brojnim studijama koje su usledile, 
uključujući i neke nedavno sprovedene (Cheng et al., 2019; Jang et al., 2019). Tri godine 
nakon velike meta-analize Američki koledž za medicinsku genetiku i genomiku izdao je 
standarde i vodiče za konstitucionalnu analizu molekularnog kariotipa (prenatalnu i 
postnatalnu) (South et al., 2013). Danas se molekularni kariotip radi u brojnim 
laboratorijama širom sveta. Iako su rađene studije na raznovrsnim populacijama pacijenata, 
stopa detekcije molekularnog kariotipa u određenim podgrupama pacijenata još uvek nije 
dobro definisana. Dodatne analize dijagnostičke moći ove metodologije kod pacijenata sa 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, u odnosu na različite stepene težine 
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bolesti, kao i odsustvo ili prisustvo dodatnih fenotipskih manifestacija, omogućile bi 
definisanje kliničkih parametara kao indikatora prisustva patoloških promena u broju 
kopija. 
U našoj studiji, kod pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama, primenom analize molekularnog kariotipa je dobijena 
stopa detekcije od 26,4% (29/110). To je u skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju da 
dijagnostička moć ove metode kod pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama varira od 13,2% (Shoukier et al., 2013) do 30% (Cappuccio et al., 2016). 
Razlike u stopi detekcije posledica su heterogenog fenotipa analiziranih kohorti pacijenata, 
uključujući tu i stepen intelektualnih poteškoća, prisustvo dodatnih patoloških stanja kao 
što su epilepsija, dismorfizmi, autizam i drugo, kao i upotrebu tehnika molekularnog 
kariotipa različitih rezolucija. Pojedine studije su ispitivale korelaciju dijagnostičke moći 
molekulanog kariotipa i stepena zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća. Studija Fan 
i saradnika je pokazala da stopa detekcije kod pacijenata sa zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama pozitivno korelira sa težinom bolesti, i iznosi 19% za 
blago, 22% za srednje teško i 33% za teško zaostajanje u razvoju/intelektualne poteškoće, 
dok je ukupna stopa detekcije u njihovoj studiji je iznosila 28% (Fan et al., 2018).  U 
drugoj studiji je pokazano da je kod pacijenata sa blagim, srednje teškim i teškim 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama stopa detekcije 16% (D’Arrigo et al., 
2016). U ovoj studiji analiziran je i udeo patoloških rezultata u odnosu na varijante 
nepoznatog značaja i normalne nalaze, u podgrupama pacijenata formiranim na osnovu 
stepena intelektualnih poteškoća (blago, srednje, i teško zaostajanje). Pokazano je da su 
patološki nalazi skoro podjednako učestali u sve tri grupe: 30,77% kod pacijenata sa blagim 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, 32,69% kod pacijenata sa srednje 
teškim, i 36,54% kod pacijenata sa teškom formom bolesti. Autori su zaključili da težina 
bolesti ne korelira sa verovatnoćom detekcije patološkog nalaza (D’Arrigo et al., 2016). Isti 
zaključak su doneli i Šukier i saradnici, ističući značaj testiranja pacijenata sa blagim 
formama bolesti metodom molekularnog kariotipa (Shoukier et al., 2013).  
Primenom metode molekularnog kariotipa kod 19 od 29 pozitivnih pacijenata je 
postavljena dijagnoza dobro okarakterisanog mikrodelecionog ili mikroduplikacionog 
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sindroma, od čega su entiteti lizencefalija tip 1 (OMIM:607432), MECP2 duplikacioni 
sindrom (OMIM:300260), 19p13.13 duplikacioni sindrom (OMIM:613638), 16p11.2 
delecioni sindrom (OMIM:611913) i 1p36 mikrodelecioni sindrom  (OMIM:607872) 
dijagnostikovani kod dva pacijenta svaki. Neki češći mikrodelecioni sindromi kao što su 
sindrom mačjeg plača (OMIM: 123450), Volf-Hiršhornov sindrom (OMIM: 194190) i 
Smit-Magenisov sindrom (OMIM: 182290) su u našoj studiji identifikovani kod po jednog 
pacijenata (Tabela 5). Rekurentni sindromi u našem istraživanju se razlikuju od rekurentnih 
sindroma detektovanih u drugim studijama (Chong et al., 2014; Lee et al., 2018). Pa tako, u 
studiji Chong i saradnika aberacije 22q11.2 regiona su identifikovane kod pet pacijenata 
(Chong et al., 2014), dok u našoj studiji nije identifikovana nijedna. Sigurno je da je način 
odabira pacijenata na to uticao, s obzirom na to da je velika većina pacijenata uključenih u 
našu studiju bila upućena od strane neurologa, kao i činjenice da se na Univerzitetskoj 
dečjoj klinici najveći broj pacijenata sa srčanim manama u prvom koraku testira na 
prisustvo delecije 22q11.2, ali i prisustvo delecija i/ili duplikcija drugih regiona asociranih 
sa kompleksnim srčanim manama, primenom MLPA analize koristeći kitove SALSA 
MLPA P250 i SALSA MLPA P311.  
Kod pacijenta br. 48 sa teškim globalnim razvojnim zaostajanjem, hipotrofijom, 
mikrocefalijom, facijalnom dismorfijom, kašnjenjem u rastu, kontrakturama i 
epilepsijom je inicijalno rađena MLPA analiza subtelomernih regiona koja je pokazala 
prisustvo duplikacije regiona 17p13.3. Potom urađena analiza molekularnog kariotipa je 
pokazala da je u pitanju velika duplikacija od 22,1 Mb koja sadrži oko 500 gena, od čega 
57 u OMIM bazi. S obzirom na veličinu identifikovane varijante, urađena je i analiza 
kariotipa kojom je utvrđeno da je otac nosilac recipročne translokacije između 
hromozoma 15 i 17. Porodici je pruženo genetičko informisanje, uključujući i 
mogućnosti prenatalne i preimplantacione dijagnostike. Manje duplikacije regiona 
17p13.3 su ranije opisivane u literaturi u asocijaciji sa Potocki-Lupski sindromom 
(duplikacija 17p11.2) (OMIM:610883) i Šarko-Mari-Tutovim sindromom tip 1A 
(duplikacija CMT1A) (OMIM:118220). Kontrakture, hipotrofija mišića nogu i 
deformiteti stopala koji se progresivno pogoršavaju i pored ortopedskih intervencija, 
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prisutni u okviru ove izrazito teške kliničke slike pacijenta, verovatno predstavljaju 
posledicu hereditarne motoričke i senzorne neuropatije Šarko-Mari-Tut tip 1.  
Istovremeno prisustvo delecije i duplikacije je detektovano kod pet (17,3%, 5/29) 
pacijenata. Ukupna veličina aberacije (u apsolutnom zbiru) je kod pacijenata br. 11,12, 77 i 
129  preko deset Mb, a kod pacijenta br. 103 8,7 Mb (Tabela 5). Kod pacijenata br. 12 i 77 
identifikovane delecije i/ili duplikacije su veće od 10 Mb, dakle iznad gornje granice 
vidljivosti hromozomskih rearanžmana na svetlosnom mikroskopu. Svakom 
identifikovanom aberacijom je obuhvaćen veliki broj gena. U literaturi su opisani pacijenti 
sa sličnim varijantama koji su između ostalih simptoma imali i intelektualne poteškoće 
(Digilio et al., 2009; Roberson et al., 2011; Yamamoto et al., 2011; Mattina et al., 2012; 
Valetto et al., 2012; Li et al., 2013; Natera-de Benito et al., 2014; Aguilera et al., 2015). 
Delecija i duplikacija su identifikovane na različitim hromozomima kod svih pacijenata, 
osim kod pacijenta br. 129 kod koga su obe promene na q kraku hormozoma 10, što 
odgovara hromozomskoj reorganizaciji po tipu inverzije-duplikacije-delecije (inv dup del) 
(Rowe et al., 2009; Zuffardi et al., 2009). FISH analiza roditelja pacijenta je pokazala 
normalan nalaz. Kod pacijenta je urađeno i  sekvenciranje „kliničkog egzoma“ kojim nisu 
detektovane druge potencijalno uzročne varijante. U literaturi su opisana tri pacijenta sa inv 
dup del 10q rearanžmanom, sa varijabilnom kliničkom slikom koja uključuje 
blefarofimozu, skeletne anomalije, hipotoniju, zaostajanje u razvoju, nizak rast, 
hipertelorizam, epikantuse, nisko postavljene i loše oblikovane uši, strabizam i kratak vrat 
(Sarri et al., 2011; Xiao et al., 2012; Al‐Sarraj et al., 2014). U DECIPHER bazi su opisana 
dva pacijenta sa kompleksnim rearanžmanom 10q regiona, sa strabizmom, zaostajanjem u 
rastu i bilateralnom atrezijom hoane (pacijent 326746) i sa niskim rastom, mikrocefalijom i 
intelektualnim poteškoćama (pacijent 255682). S obzirom na to da su aberacije slične onoj 
kod pacijenta br. 129 prethodno opisane u literaturi kod pacijenata sa varijabilnim 
fenotipskim karakterstikama, uključujući kraniofacijalni dismorfizam i razvojno 
zaostajanje, najverovatnije se fenotip pacijenta može pripisati identifikovanoj varijaciji u 
broju kopija.  
U našoj studiji je identifikovano oko dva i po puta više patogenih delecija u odnosu 
na patogene duplikacije (17:7) što je u skladu sa rezultatima drugih istraživanja (Battaglia 
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et al., 2013; Fan et al., 2018; J. S. Lee et al., 2018). Na veći udeo patogenih delecija u 
odnosu na duplikacije verovatno utiče interpretacija varijanti, s obzirom da su dokazi koji 
idu u prilog patogenosti delecija mnogo dostupniji u literaturi u odnosu na podatke o 
duplikacijama (Fan et al., 2018). Biološki gledano, duplikacije uglavnom uzrokuju blaži 
fenotip zbog čega će takvi pacijenti ređe biti upućivani na testiranje (Battaglia et al., 2013).  
Identifikovali smo i neke veoma retke promene u broju kopija.  
Kod pacijenta br. 25 sa razvojnim kašnjenjem i makrocefalijom je identifikovana 
intersticijalna delecija od 7 Mb u regionu 1p21.1→p13.3 koja obuhvata nekoliko OMIM 
patoloških gena asociranih sa recesivnim ili dominantnim bolestima uzrokovanim missense 
mutacijama. Ova delecija je takođe obuhvatila i KCNA2 gen čiji je monoalelski gubitak 
funkcije asociran sa ranom infantilnom epileptičkom encefalopatijom 32 (OMIM:616366). 
U literaturi je opisano samo nekoliko pacijenata sa preklapajućim delecijama (Mircher et 
al., 2003; Bisgaard et al., 2007; van Kuilenburg et al., 2009). Fenotip ovih pacijenata je 
veoma varijabilan, tako da jasna fenotipsko-genotipska korelacija ne postoji, mada su 
psihomotorno zaostajanje i epilepsija opisane kod većine. U DECIPHER bazi je opisana 
preklapajuća delecija od 10 Mb kod dečaka sa intelektualnim poteškoćama, hipotonijom, 
humeroradijalnom sinostozom i abnormalnostima čela (pacijent 256753), kao i dve manje 
preklapajuće delecije od 5 Mb, između ostalog asocirane i sa intelektulanim poteškoćama i 
dismorfijom (pacijenti 248303 i 251326). U ISCA i ECARUCA bazama nisu pronađeni 
pacijenti sa sličnim delecijama.  
Kod pacijenta br. 9 sa zaostajanjem u motornom i kognitivnom razvoju, širokim 
palčevima, hiperehogenim bubrezima i facijalnom dismorfijom je identifikovana 
intersticijalna delecija od 12,3 Mb u regionu 6q14.1→q15. Dve manje preklapajuće delecije 
su opisane u literaturi, jedna kod pacijenta sa zaostajanjem u razvoju, poremećajima 
ponašanja, gojaznošću, hernijom, facijalnim dismorfizmima, sindaktilijom, oftalmološkim, 
ušnim i renalnim abnormalnostima (Wentzel et al., 2010), a druga kod pacijenta sa 
razvojnim zaostajanjem i marfanoidnim habitusom (Lowry et al., 2013). Opisan je još 
jedan pacijent sa preklapajućom delecijom od 5 Mb u regionu 6q14, međutim, pored ove 
delecije kod njega je identifikovana i duplikacija u regionu Xp22.3 nasleđena od majke sa 
kliničkim značajem koji nije do kraja definisan. Ovaj pacijent ima težak oblik autizma, 
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odsustvo govora i dismorfizme (Quintela et al., 2015). Pretragom DECIPHER, ISCA, 
ClinVar i ECARUCA baza nisu identifikovani drugi pacijenti sa sličnim delecijama.   
Kod pacijenta br. 186 sa intelektualnim poteškoćama, poligirijom i duboko 
usađenim očima je inicijalno posumnjano na bolest neuronalne migracije . Identifikovana 
je telomerna delecija 2p25.3 regiona koji obuhvata devet protein kodirajućih gena. 
Delecije ovog regiona predstavljaju veoma redak uzrok intelektualnih poteškoća, 
problema u ponašanju, gojaznosti i hiperfagije. Fenotip se najverovatnije može pripisati 
heterozigotnoj deleciji SNTG2 i MYT1L gena (Doco-Fenzy et al., 2014) 
Na osnovu kliničke slike pacijenta br. 187 sa intelektualnim poteškoćama, 
zaostajanjem u razvoju, intrauterinim zaostajanjem u rastu, nerazvijenim govorom, 
hipotonijom, rascepom nepca, luksacijom patele, facijalnim dismorfizmom, hirzutizmom 
i trunkalnom gojaznošću, postavljena je sumnja na Kofin-Sirisov sindrom, međutim, 
detektovano je prisustvo delecije od 8,13 Mb u regionu 1q32.1→q32.3 koji sadrži 73 
protein kodirajuća gena. Mikrodelecije ovog regiona su u literaturi asocirane sa 
raznovrsnim fenotipovima, uključujući globalno zaostajanje u razvoju i zaostajanje u 
rastu. Jedina fenotipska karakteristika koja je prisutna kod svih opisanih pacijenata je 
rascep nepca, verovatno kao posledica haploinsuficijencije IRF6 gena (Salahshourifar et 
al., 2011).  
Identifikacija promena u broju kopija koje su retko opisane u literaturi i javno 
dostupnim bazama je vrlo značajna jer se na taj način dodatno potvrđuje njihova patogenost 
ali i stiče jasniji uvid u fenotipsko-genotipsku korelaciju. Kada se u literaturi publikuje 
dovoljan broj ovakvih preklapajućih varijanti sa detaljima kliničke slike, procesom 
takozvane obrnute fenotipizacije (engl., reverse phenotypics) se može doći do definisanja 
novih sindroma. Dakle, u tom slučaju, identifikacija sličnih genomskih aberacija prethodi 
definisanju tipične kliničke prezentacije (Vissers et al., 2010). 
Primena sekvenciranja “kliničkog egzoma” u našoj studiji je omogućila postavljanje 
dijagnoze kod 48 (43,6%, 48/110) pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama. Uspešnost identifikacije genskih varijanti kod 
pacijenata sa genetičkim bolestima metodologijom sekvenciranja nove generacije 
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demonstrirana je u brojnim studijama u poslednjih nekoliko godina (Lee et al., 2014; Yang 
et al., 2014; Wright et al., 2015; Thevenon et al., 2016; Vissers et al., 2017).  
Velika meta-analiza sprovedena 2018. godine na kohorti pacijenata sa heterogenim 
genetičkim bolestima je pokazala je da dijagnostička korisnost sekvenciranja celog egzoma 
od 36% i genoma od 41% značajno veća od dijaganostičke moći analize molekularnog 
kariotipa od 10% (Clark et al., 2018). Ova meta-analiza je obuhvatila oko dvadeset hiljada 
ispitanika iz 37 prethodno publikovanih studija. Rezultati su pokazali i da je dijagnostička 
moć veća kod trio sekvenciranja u poređenju sa pojedinačnim sekvenciranjem, kao i u 
slučaju interpretacije podataka u bolnicama gde su dostupni svi detaljni medicinski podaci 
pacijenta i gde je omogućena bliska saradnja kliničara i interpretatora. Ipak, autori ističu da 
ovo istraživanje ima i nekoliko nedostataka. Pre svega, navedene rezultate treba pažljivo 
interpretirati s obzirom da su u meta-analizu bile uključene heterogene studije u pogledu 
odabira pacijenata za analizu. Takođe, autori nisu razmatrali relativnu isplativost 
sekvenciranja celog egzoma/genoma i molekularnog kariotipa, kako u smislu dijagnostičke 
odiseje tako i dugoročne korisnosti za zdravstevni sistem. U studiju nisu bili uključeni ni 
genski paneli koji se vrlo često koriste u praksi za specifične kliničke prezentacije.  
Druga velika meta-analiza je urađena 2019. godine i obuhvatila je 30 studija 
sekvenciranja celog egzoma kod pacijenata sa neurorazvojnim bolestima. Dobijena je 
dijagnostička moć sekvenciranja celog egzoma od 36% koja je značajno veća od 
dijagnostičke moći metode molekularnog kariotipa koja iznosi 15-20% kod pacijenata sa 
neurorazvojnim bolestima (Srivastava et al., 2019). Međutim, i ova meta-analiza ima 
svoja ograničenja. Kako autori navode istraživanje je u najvećoj meri bilo fokusirano na 
pacijente sa intelektualnim poteškoćama i/ili autizmom, pa su studije sa pacijentima koji 
imaju razvojno zaostajanje u najvećoj meri ostale propuštene. Takođe, kohorte u 
ispitivanim studijama su bile veoma heterogene. S obzirom na to da su u meta-analizu 
uključene i studije iz 2014. godine, ACMG klasifikacija varijanti nije rađena u svim 
studijama. Takođe, neke studije su bile zasnovane na trio a neke na pojedinačnom 
sekvenciranju. Kao i u istraživanju Clark i saradnika, ispitivana je isključivo dijagnostička 
moć bez osvrtanja na isplativost analize. 
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Bez obzira na pomenuta ograničenja, autori obe meta-analize smatraju da 
metodologija sekvenciranja nove generacije treba da bude prvi test izbora kod pacijenata sa 
genetičkim bolestima, uključujući tu i neurorazvojne bolesti (Clark et al., 2018; Srivastava 
et al., 2019). Ipak, zbog visoke cene, sekvenciranje celog egzoma/genoma je još uvek 
nedostupno za male genetičke centre sa ograničenim resursima, pa se kao alternativni 
pristup koristi metoda sekvenciranja “kliničkog egzoma”. Osim prihvatljivije cene, ova 
metoda ima i niz drugih prednosti kao što je manje podataka za analizu i manja verovatnoća 
detekcije slučajnih nalaza u poređenju sa sekvenciranjem celog egzoma/genoma, kao i veća 
dijagnostička moć u poređenju sa genskim panelima. U literaturi je do sada publikovan 
mali broj studija sekvenciranja “kliničkog egzoma” kod pacijenata sa zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama (Okazaki et al., 2016; Chérot et al., 2018; Gieldon et 
al., 2018; Pajusalu et al., 2018). Neophodna su dodatna istraživanja koja bi evaluirala 
korisnost sekvenciranja „kliničkog egzoma“ u specifičnim podgrupama pacijenata. U našoj 
studiji je po prvi put analizirana dijagnostička moć sekvenciranja „kliničkog egzoma“ kod 
pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama. 
Dijagnostička moć sekvenciranja “kliničkog egzoma” od 43,6% (48/110) postignuta 
u našoj studiji je u okviru raspona iz prethodno publikovanih studija koji se kreće od 24,6% 
do 50% za metode sekvenciranja “kliničkog egzoma” i sekvenciranja celog egzoma (Yang 
et al., 2014; Fitzgerald et al., 2015; Wright et al., 2015; Kuperberg et al., 2016; Okazaki et 
al., 2016; Bowling et al., 2017; Chérot et al., 2018; Gieldon et al., 2018; Pajusalu et al., 
2018). U istraživanju koje je uključilo 216 pacijenata sa neurorazvojnim bolestima 
postignuta je dijagnostička moć sekvenciranja “kliničkog egzoma” od 25,9% (Chérot et al., 
2018). Jang i saradnici su ispitivali stopu detekcije metode sekvenciranja “kliničkog 
egzoma” u grupi pacijenata sa zaostajanjem u razvoju, intelektualnim poteškoćama, 
kašnjenjem u progovaranju i autizmu, i pokazali da ona iznosi 24,6% (Yang et al., 2014). 
Kohorta najsličnija ispitivanoj u našoj studiji uključila je pacijente sa blagim, srednje 
teškim i teškim intelektualnim poteškoćama. U istraživanju je učestvovalo ukupno 106 
pacijenata a postignuta je dijagnostička moć sekvenciranja “kliničkog egzoma” od 34% 
(Gieldon et al., 2018). DDD studija, veliki kolaborativni projekat na polju genetike 
razvojnih bolesti, pokazala je da je stopa detekcije sekvenciranja celog egzoma kod 1133 
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pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama 27% (Wright et al., 
2015). U grupi pacijenata sa heterogenim neurološkim bolestima je dobijena stopa detekcije 
od 40% (Córdoba et al., 2018), dok je u studiji koja je uključila 57 pedijatrijskih pacijenata 
sa blagim do teškim razvojnim zostajanjem i intelektualnim poteškoćama pokazano da 
dijagnostička moć sekvenciranja celog egzoma može ići i do 50% (Kuperberg et al., 2016). 
Kod pacijenata sa intelektualnim poteškoćama i mikrocefalijom stopa detekcije je 
procenjena na 29% (Rump et al., 2016). Isti procenat je postignut i u studiji pacijenata koji 
su na izmaku dijagnostičke odiseje, kod kojih je sekvenciranje celog egzoma urađeno 
nakon drugih genetičkih testova (Sawyer et al., 2016). U studiji tri hiljade uzastopnih 
pacijenata sa heterogenim dijagnozama postignuta je stopa detekcije sekvenciranja celog 
egzoma od 28,8% (Retterer et al., 2016). Približne stope detekcije od 33% su dobijene i 
kod pacijenata sa epilepsijom (Demos et al., 2019). Na osnovu literaturnih podataka, 
možemo zaključiti da stopa detekcije dobijena u našem istraživanju ukazuje na to da se 
sekvenciranje “kliničkog egzoma” može uspešno koristiti kod pacijenata sa srednje teškim i 
teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, i da dijagnostička moć 
sekvenciranja “kliničkog egzoma” parira onoj kod sekvenciranja celog egzoma.   
Dualna dijagnoza Knoblohovog sindroma tip 1 (OMIM:267750) i Vardenburgovog 
sindroma tip 2A (OMIM:193510) je u našoj studiji postavljena kod pacijenta br 204. Sa 
učestalošću od 2% (1/48)  u skladu je sa prethodno publikovanim podacima (Trujillano et 
al., 2017). U našoj studiji i studiji Trujilano i saradnika, uzimane su u obzir samo patogene 
i verovatno patogene varijante za postavljanje dualnih dijagnoza. U drugim studijama sa 
širim kriterijumima odabira varijanti, stope dualnih dijagnoza su iznosile i do 7% (Farwell 
et al., 2015; Posey et al., 2016).  
U našoj studiji je demonstrirana i mogućnost detekcije mozaičnih mutacija 
metodom sekvenciranja “kliničkog egzoma”. CREBBP patogena varijanta je 
identifikovana u procentu od oko 18.5% kod pacijenta br. 148 sa Rubinštajn-Tajbijevim 
sindromom (OMIM:180849). Zbog velike varijabilnosti u pokrivenosti egzoma, teško je 
proceniti ukupnu senzitivnost metode za detekciju mozaičnih varijanti. Ipak, važno je 
istaći da se sekvenciranje “kliničkog egzoma” zbog varijabilne pokrivenosti ne može 
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koristiti za isključenje prisustva mozaika, i da se u slabo pokrivenim regionima moraju 
koristiti metode direktnog sekvenciranja. 
Do danas je publikovano preko sedamsto gena čije se alteracije nalaze u osnovi 
zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća (Vissers et al., 2016). U ovom istraživanju, 
patogene i verovatno patogene varijante su identifikovane u 41 genu kod 48 ispitanika. Iako 
je većina gena identifikovana kod pojedinačnih pacijenata, uzročne varijante u TSEN54 i 
GRIN2B genima su detektovane kod tri pacijenta, dok su uzročne varijante u  KCNQ1, 
SCNA1, CREBBP i KAT6B genima identifikovane kod dva pacijenta. Postoji neznatno 
preklapanje između gena identifikovanih u ovoj studiji sa rekuretnim uzročnim genima koji 
su prethodno publikovani u literaturi kao uzročnici zaostajanja u ravoju (Fitzgerald et al., 
2015) i teškog intelektualnog zaostajanja (Rauch et al., 2006), što dodatno potvrđuje veliku 
lokusnu heterogenost zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća. 
Pre testiranja metodom sekvenciranja “kliničkog egzoma”, 19 (22,7%, 19/110)  
pacijenata je imalo postavljenu specifičnu kliničku dijagnozu. Kod preostalih pacijenata 
postavljena je sumnja na postojanje genetičke bolesti ili na određenu grupu genetičkih 
bolesti. Kod sedam (36,8%) od 19 pacijenata je postavljena specifična dijagnoza potvrđena 
(Retov sindrom (OMIM:300005) kod pacijenta br. 200, Draveov sindrom (OMIM:182389) 
kod pacijenta br. 160, Kornelija de Lange sindrom (OMIM:300590) kod pacijenta br. 212, 
Rubinštajn-Tajbijev sindrom (OMIM:180849) kod pacijenta br. 148, Kofin-Lovrijev 
sindrom (OMIM:303600) kod pacijenta br. 150, Žuberov sindrom 5 (OMIM:610188) kod 
pacijenta br. 170 i Opic-Kavegia (OMIM:305450) sindrom kod pacijenta br. 176.  
Na osnovu rezultata sekvenciranja “kliničkog egzoma”, kod četiri (21%, 4/19) 
pacijenta je došlo do izmene dijagnoze. Kod pacijenta br. 136 sa suspektnim Šincel -
Gedionovim sindromom, dijagnoza je promenjena u ranu infantilnu epileptičku 
encefalopatiju 7 (OMIM:613720) nakon identifikovanja uzročne varijante u KCNQ2 genu. 
Kod pacijenta br. 2 sa suspektnim Kurarino sindromom je dijagnostikovana CTNNB1 – 
vezana mentalna retardacija, autozomno dominantna (OMIM:615075). Kod pacijenta br. 
210 sa intelektualnim poteškoćama, sinofrisom, morfološkim abnormalnostima centralnog 
nervnog sistema, abnormalnim palčevima, spasticitetom i spinalnim disrafizmom je bilo 
posumnjano na blažu formu Kornelija de Lange sindroma. Nakon detekcije verovatno 
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patogene varijante sekvenciranjem “kliničkog egzoma” u CREBBP genu, dijagnoza je 
promenjena u Rubinštajn-Tajbijev sindrom (OMIM:180849). Na evaluaciji kod kliničkog 
genetičara nakon testiranja, na osnovu tipičnog izgleda lica tokom smejanja i prisustva 
nekoliko karakterističnih minor anomalija, ustanovljeno je da fenotip pacijenta zaista 
odgovara dijagnozi Rubinštajn-Tajbijeovog sindroma. Kod pacijenta br. 215 sa suspektnom 
Olbrajtovom hereditarnom osteodistrofijom, veoma redak SBIDDS (engl., short stature, 
brachydactyly, intellectual developmental disability and seizures) sindrom je 
dijagnostikovan zahvaljujući otkrivenoj varijanti u PRMT7 genu.  
Osam pacijenata (41,2%, 8/17) sa specifičnom kliničkom dijgnozom pre 
testiranja je imalo negativan nalaz sekvenciranja “kliničkog egzoma”. Većina pacijenata u 
našoj studiji (82,7%, 91/110) je imala ili nesindromsko zaostajanje u razvoju/intelektualne 
poteškoće, ili sindromsko zaostajanje u razvoju/intelektualne poteškoće sa fenotipom kome 
je bilo teško pridružiti specifičnu bolest pre sekvenciranja “kliničkog egzoma” zbog 
atipične kliničke prezentacije, prisustva preklapajućeg fenotipa, ili jednostavno zbog 
postajanja izrazito retkih sindroma kod nekih pacijenata. Jedan od njih je pacijent br. 144 sa 
neprepoznatim Nunanovim sindromom 7 (OMIM:613706) čija klinička prezentacija 
bolesti nije sasvim kompatibilna sa tipičnim fenotipom patogenih BRAF varijanti. Kod dva 
pacijenta postavljena je dijagnoza genitopatelarnog sindroma (OMIM:606170) koji je 
uzrokovan alteracijama u KAT6B genu. Varijanta klase IV, identifikovana kod pacijenta br. 
147 sa intelektualnim poteškoćama, slabo razvijenim govorom, blefarofimozom, 
abnormalnim oblikom lica, bulboznim nosem, vezikouretralnim refluksom, renalnom 
hipoplazijom, epikantusima i hipoplazijom maksile, nije prethodno publikovana kod 
pacijenata sa sličnim fenotipom. Drugi pacijent sa KAT6B varijantom, pacijent br. 181, je 
imao koštane abnormalnosti ali je bilo nemoguće postaviti preciznu dijagnozu s obzirom na 
to da su klinički znaci upućivali na nekoliko različitih dijagnoza. Jedini ispitanik kod koga 
je postavljena dualna dijagnoza je pacijent br. 204. Kod ove pacijentkinje su identifikovane 
uzročne varijante u COL18A1 genu koji je asociran sa Knoblohovim sindromom tip 1 
(OMIM:267750) i MITF genu, koji je u asocijaciji sa Vardenburgovim sindromom tip 2A 
(OMIM:193510). Sa abnormalnostima centralnog nervnog sistema, klinička prezentacija se 
parcijalno preklapa sa Knoblohovim sindromom, ali klasični znaci kao što su miopija, 
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ablacija retine i okcipitalna encefalocela ipak nedostaju. Klinički znaci Vardenburgovog 
sindroma nisu bili prisutni kod pacijenta, međutim, njena rođena sestra je imala tipičnu 
kliničku sliku ovog sindroma sa potvrđenim prisustvom iste varijante u MITF genu, iz čega 
se može zaključiti da navedena varijanta ima redukovanu penetrantnost. Kod pacijentkinje 
br. 203 sa teškim intelektualnim zaostajanjem, leukodistrofijom, hipotonijom, 
hidronefrozom megauretera i neurodegenerativnom bolešću, identifikovana je nova 
varijanta u HERC2 genu, koja dovodi do prekida u sintezi proteina (engl. truncating). 
Dosadašnji literaturni podaci ukazuju na udruženost bialelnih patogenih varijanti u HERC2 
genu i mentalne retardacije, autozomno recesivne 38 (OIMM:615516) koju karakteriše 
globalno zaostajanje u razvoju sa zaostajanjem u motornom razvoju, hipotonija i 
intelektualne poteškoće. Sve do danas publikovane varijante u HERC2 genu su bile 
missense, tako da je moguće da identifikovana varijanta u našoj studiji, koja dovodi do 
prekida sinteze proteina, ima za posledicu težu fenotipsku prezentaciju. U slučaju ovog 
pacijenta roditelji su potvrdili prisustvo konsagviniteta.  
Navedeni primeri ukazuju da su u nedostatku jasnih kliničkih znakova koji bi 
uputili na konkretnu dijagnozu, za njeno postavljanje potrebne analize velikih delova 
genoma, kao što je analiza sekvenciranja “kliničkog egzoma”.   
Dijagnostičko genetičko testiranje može imati veliki značaj za pacijenta, uključujući 
promene u terapiji i prevenciju komplikacija. Ako se izuzme uticaj koji postavljanje 
dijagnoze ima na reproduktivne planove, klinička korisnost sekvenciranja celog egzoma se 
kreće od 5% do 44% kod dece sa različitim genetičkim bolestima, uključujući tu i 
neurorazvojne bolesti (Clark et al., 2018). U našoj studiji postavljanje molekularne 
dijagnoze je imalo direktan uticaj na izmene u lečenju kod osam pacijenata (16,7%, 8/48). 
Specifična antiepileptička terapija je sugerisana kod pacijenata br. 138 i 161. Za pacijenta 
br. 138 su takođe savetovani i redovni kardiološki pregledi zbog asocijacije identifikovane 
varijante u ATP1A3 genu sa asistolijom. Plan prevencije komplikacija baziran na rezultatu 
testiranja sačinjen je i kod pacijenata br. 148 i 210 sa varijantama u CREBBP genu, koje se 
sa sobom nose povišen rizik od oftalmoloških komplikacija, apnee i gojaznosti, kao i kod 
pacijenta br. 169 sa detektovanom varijantom u MKS1 genu koje mogu dovesti do promena 
na jetri. Za pacijenta br. 178 su indikovani godišnji abdominalni ultrazvučni pregledi i 
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endoskopija, s obzirom da su alteracije CTTNB1 gena poznat uzrok kolorektalnog 
kancera, pilomatriksoma, kancera jajnika i meduloblastoma. Pacijentu br. 217, kome je 
dijagnostikovan sindrom deficijencije cerebralnog kreatina 1 (OMIM:300352), prepisana 
je terapija kreatin monohidrat argininom i glicinom, dok je pacijentu br. 198 prepisana 
specifična terapija za hipergastrinemiju koja se često javlja u sklopu mukolipidoze tip IV 
(OMIM:252650). 
Kod ostalih pacijenata dati su saveti za praćenje, prevenciju i lečenje  nevezano 
od molekularno-genetičkog nalaza.  
Dodatno, rezultati dobijeni sekvenciranjem “kliničkog egzoma” u ovoj studiji, 
omogućili su pet prenatalnih testiranja (pacijenti br. 143, 180, 189, 142 i 176).  
Jedan od glavnih nedostataka panela “klinički egzom” bi bila nedovoljna 
pokrivenost određenih gena i egzona, ali i otežan pristup nekim tipovima genskih varijacija, 
kao što su ponavljajuće sekvence koje nije moguće detektovati metodama sekvenciranja 
nove generacije (Bowdin et al., 2016). Ovo je ilustrovano na primeru našeg pacijenta br. 
154 sa dijagnostikovanim X-vezanim Vestovim sindromom (OMIM:308350), 
neurološkom bolešću koja je kod muške dece često uzrokovana genskim alteracijama u  
ARX genu na X hromozomu (Strømme et al., 2002). Sekvenciranje “kliničkog egzoma” je 
kod ovog pacijenta pokazalo normalan nalaz. Međutim, sekvenciranje po Sangeru, koje 
je urađeno potom, je pokazalo prisustvo jasno patogene c.429_452dup varijante u ARX 
genu, prethodno opisane u literaturi kod mnogih pacijenata sa intelektualnim poteškoćama i 
epilepsijom, uključujući Vestov sindrom (Kato, 2006). Iako je prosečna pokrivenost ARX 
gena u panelu “klinički egzom” odlična, egzon dva, u kome se nalazi indentifikovana 
varijanta, nije uopšte pokriven, i čak i značajno povećanje srednje pokrivenosti ne bi bilo 
dovoljno da se detektuje ova alteracija. Važno je naglasiti da ovaj propust nije ograničen 
samo na navedenog pacijenta, niti je posledica specifičnog kita koji je korišćen. Stoga, 
kliničari moraju imati na umu da za dobro definisane kliničke entitete, kod kojih je to 
dostupno, treba razmotriti bolje validirane testove kao što su manji, ciljani genski paneli.   
U poređenju sa sekvenciranjem celog egzoma nedostatak sekvenciranja “kliničkog 
egzoma” se ogleda u činjenici da je “kliničkim egzomom” pokriven set onih gena koji su u 
asocijaciji sa humanim genetičkim bolestima u određenom trenutku vremena. Pa tako, 
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varijanta panela “klinički egzom” koja je korišćena u ovoj studiji, kreirana je 2013. godine, 
i obuhvata 4813 gena koji su asocirani ili verovatno asocirani sa monogenskim bolestima. 
Danas je u ovaj panel uključeno nekoliko stotina novih gena koji su definisani kao uzročni 
za humana oboljenja sekvenciranjem celog egzoma i genoma. Iako je očekivano da 
alteracije u ovim novim genima predstavljaju uzrok bolesti kod malog broja pacijenata sa 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, to ipak predstavlja ograničenje metode 
koje se mora uzeti obzir kod pacijenata sa negativnim nalazom sekvenciranja “kliničkog 
egzoma” u našoj studiji. 
Prema trenutno važećim preporukama, prvi dijagnostički test kod pacijenata sa 
intelektualnim zaostajanjem, urođenim anomalijama, i bolestima iz spektra autizma je 
analiza molekularnog kariotipa (Miller et al., 2010; South et al., 2013). Međutim, rezultati 
nedavno sprovedenih istraživanja ukazuju da bi kod pacijenata sa genetičkim bolestima, 
uključujući tu i neurorazvojne bolesti, u prvom koraku trebalo uraditi sekvenciranje celog 
egzoma/genoma (Clark et al., 2018; Srivastava et al., 2019). Konkretni, opšteprihvaćeni, 
vodiči još uvek ne postoje. Određivanje kliničkih parametara kao prediktora određenih 
tipova uzročnih varijanti je od ključnog značaja za kliničku praksu jer bi omogućilo 
definisanje dijagnostičkog algoritma kojim bi se postigla optimalna primena tehnologija, 
smanjenje troškova i ubrzanje dijagnostičke procedure.  
Rezultati naše studije pokazuju da je u grupi pacijenata sa srednje teškim i teškim 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, prisustvo multiplih major mana i 
mikrocefalije u korelaciji sa patološkim nalazom molekularnog kariotipa (patogena ili 
verovatno patogena varijanta). Iako je prisustvo jedne major mane češće kod pacijenata sa 
normalnim nalazom molekularnog kariotipa (normalan nalaz ili identifikovana benigna 
varijanta), nije dobijena statistička značajnost. 
Prethodnih godina je bilo nekoliko pokušaja da se identifikuju kliničke 
karakteristike koje su u korelaciji sa patološkim (patogenim i verovatno patogenim) 
promenama u broju kopija kod pacijenata sa intelektualnim poteškoćama i/ili 
kongenitalnim anomalijama (Shoukier et al., 2013; Caramaschi et al., 2014; Preiksaitiene et 
al., 2014; Roselló et al., 2014; Cappuccio et al., 2016; D’Arrigo et al., 2016; Caballero 
Pérez et al., 2017; Maini et al., 2018). Korelacija multiplih malformacija sa patološkim 
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nalazom molekularnog kariotipa je pokazana u nekoliko studija (Shoukier et al., 2013; 
Caramaschi et al., 2014; Caballero Pérez et al., 2017). U većini preostalih publikovanih 
studija, dizajn istraživanja je uglavnom podrazumevao analizu korelacije pojedinačnih 
malformacija sa patološkim rezultatima analize, te podatak o korelaciji multiplih 
malformacija nije mogao biti dobijen. Korelacija malformacija srca sa patološkim nalazom 
molekularnog kariotipa je više puta potvrđena, i to ventrikularnog septalnog defekta 
(Roselló et al., 2014; Maini et al., 2018), atrijalnog septalnog defekta (Cappuccio et al., 
2016) i generalno kongenitalnih srčanih mana (Shoukier et al., 2013; Fan et al., 2018; 
Maini et al., 2018). Druge fenotipske karakteristike koje su publikovane u više različitih 
studija su dismorfizmi (generalno, lica i šaka, ili samo lica) (Caramaschi et al., 2014; 
Preiksaitiene et al., 2014; Roselló et al., 2014; D’Arrigo et al., 2016; Caballero Pérez et al., 
2017; Fan et al., 2018; Maini et al., 2018), pozitivna porodična istorija (Cappuccio et al., 
2016; D’Arrigo et al., 2016; Caballero Pérez et al., 2017), hipotonija (Caballero Pérez et 
al., 2017; Fan et al., 2018; Maini et al., 2018), cerebelarne malformacije (Preiksaitiene et 
al., 2014; Maini et al., 2018) i mikrocefalija (Shoukier et al., 2013; Fan et al., 2018). 
Uopšteno uzevši, rezultati do sada sprovedenih istraživanja su raznoliki, i korelacija nekih 
fenotipskih karakteristika sa patološkim nalazima molekularnog kariotipa je pokazana u 
pojedinačnim studijama, kao na primer za hidrocefalus (Preiksaitiene et al., 2014), pojavu 
simptoma pre prve godine (Caramaschi et al., 2014), genitalne anomalije (Roselló et al., 
2014), prematuritet (Maini et al., 2018) i nizak rast (Shoukier et al., 2013). U neke od 
pomenutih studija su pored pacijenata sa zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama bili uključeni i pacijenti koji imaju samo malformacije, mada su u svakoj od 
njih činili manji deo analizirane kohorte (Shoukier et al., 2013; Caramaschi et al., 2014; 
Roselló et al., 2014; Cappuccio et al., 2016; Maini et al., 2018). Različiti kriterijumi za 
odabir pacijenata kao i primena drugačijih tehnika molekularnog kariotipa verovatno 
doprinosi nekonzistentnosti rezultata navedenih istraživanja. Broj pacijenata koji su bili 
uključeni u ove studije varira od 80 (Caballero Pérez et al., 2017) do 339 (Maini et al., 
2018), sa izuzetkom studije Fan i saradnika, koja je uključila 710 pacijenata (Fan et al., 
2018). Podaci u literaturi o korelaciji stepena zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća 
sa patološkim nalazom molekularnog kariotipa su oprečni (Cappuccio et al., 2016; 
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D’Arrigo et al., 2016; Fan et al., 2018). Dok je studija Fan i saradnika pokazala da sa 
težinom kliničke slike raste dijagnostička moć metode (Fan et al., 2018), druge studije su 
pokazale da teži oblici zaostajanja u razvoju/intelektualnih poteškoća nisu u statistički 
značajnoj korelaciji sa patološkim nalazom molekularnog kariotipa (Cappuccio et al., 2016; 
D’Arrigo et al., 2016). Smatramo da bi studija sa velikim brojem ispitanika sa zaostajanjem 
u razvoju/intelektualnim poteškoćama, ili velika meta-analiza već sprovedenih istraživanja, 
dala bolji uvid u korelaciju fenotipskih karakteristika sa patološkim nalazom molekularnog 
kariotipa. 
Rezultati naše studije pokazuju da je u grupi pacijenata sa srednje teškim i teškim 
zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama prisustvo jedne major mane u 
korelaciji sa patološkim nalazom sekvenciranja „kliničkog egzoma“ (patogena ili verovatno 
patogena varijanta). Odsustvo minor mana i specifična klinička dijagnoza pre testiranja su 
češći kod pacijenata sa patološkim nalazom sekvenciranja „kliničkog egzoma“, ipak, nije 
dobijena statistička značajnost. 
Za razliku od brojnih podataka u literaturi o korelaciji kliničkih karakteristika sa 
patološkim nalazom molekularnog kariotipa, podaci o korelaciji sa patološkim rezultatima 
metoda sekvenciranja nove generacije su veoma oskudni. Većina publikovanih radova je 
imala za cilj određivanje stope detekcije za specifične grupe pacijenata, kao što su oni sa 
epilepsijom, intelektualnim poteškoćama ili autizmom. Podgrupe na osnovu kliničkih 
karakterstika su vrlo retko formirane i analizirane. Gieldon i saradnici su poredili stope 
detekcije metode sekvenciranja “kliničkog egzoma” kod pacijenata sa blagim 
intelektualnim poteškoćama i onih sa težim formama bolesti i ustanovili da dijagnostička 
moć metode ne korelira sa težinom bolesti, čak šta više, veća stopa detekcije je utvrđena u 
grupi pacijenata sa blažom formom bolesti, mada nije bila statistički značajna (Gieldon et 
al., 2018). Studija istih autora je pokazala i da je stopa detekcije uzročnih varijanti 
primenom sekvenciranja „kliničkog egzoma“ veća kod pacijenata sa intelektualnim 
poteškoćama koji nemaju epilepsiju, u odnosu na one koji je imaju, što je neobično ako se 
uzme u obzir da literaturni podaci ukazuju vrlo visoke stope detekcije metoda sekvenciranja 
nove generacije kod pacijenata sa epilepsijom (Helbig et al., 2016; Demos et al., 2019). 
Autori studije smatraju da takav rezultat predstavlja artefakt nastao kao posledica malog 
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broja ispitanika u studiji (Gieldon et al., 2018). Od ostalih ispitivanih fenotipskih 
karakteristika, veća stopa detekcije je pokazana kod pacijenata sa specifičnom kliničkom 
dijagozom pre testiranja (Gieldon et al., 2018; Pajusalu et al., 2018). Pajusalu i saradnici 
smatraju da u prilog ovakavom rezultatu ide i činjenica da je značajno veća stopa detekcije 
primećena kod pacijenata kod kojih je analizirano deset i manje gena u odnosu na one kod 
kojih su analizirani veliki subpaneli (Pajusalu et al., 2018). Međutim, ovi autori takođe 
ističu da je u njihovom istraživanju sekvenciranje “kliničkog egzoma” korišćeno i u slučaju 
veoma jasnih indikacija za testiranje samo jednog ili dva gena, kao recimo u slučaju 
tuberozne skleroze (Pajusalu et al., 2018). U kohortu naših pacijenata su takođe bili 
uključeni pacijenti kod kojih je analiziran mali broj gena, kao što su oni sa kliničkom 
dijagnozom lizencefalije, rasopatija sindroma ili Retovog sindroma, što je vrlo verovatno 
doprinelo da specifična klinička dijagnoza bude češće zastupljena kod pacijenata sa 
patološkim nalazom sekvenciranja „kliničkog egzoma“. Treba međutim istaći da bi prema 
podacima iz literature trebalo očekivati da sa brojem analiziranih gena raste i stopa 
detekcije metoda sekvenciranja nove generacije imajući u vidu izrazitu genetičku 
heterogenost intelektualnih poteškoća, kao i veliki broj retkih uzročnih varijanti (Vissers et 
al., 2016). Pokazano je i da veću verovatnoću detekcije metodom sekvenciranja “kliničkog 
egzoma” imaju pacijenti sa neurodegenerativnim bolestima (Chérot et al., 2018), dok na 
značajno veću detekcionu moć egzomskog sekvenciranja kod pacijenata sa negativnom 
porodičnom anamnezom (38%) u odnosu na one sa pozitivnom porodičnom anamnezom 
(19,5%) ukazuje studija Bowling i saradnika (Bowling et al., 2017).  
U našoj studiji je utvrđena korelacija jedne major mane sa patološkim nalazom 
sekvenciranja “kliničkog egzoma” i korelacija multiplih major mana i mikrocefalije sa 
patološkim nalazom molekularnog kartiopa. Smatramo da je ovo u skladu sa literaturnim 
podacima s obzirom na to da su mutiple kongenitalne anomalije često asocirane sa 
promenama u broju kopija koje obično obuhvataju veliki broj gena pa se samim tim 
očekuju i promene na više organskih sistema (Rosenfeld and Patel, 2016; Maini et al., 
2018). Sa druge strane, izolovane srednje teške i teške nesindromske intelektualne 
poteškoće su u najvećem broju slučajeva uzrokovane de novo intragenskim alteracijama 
(Rauch et al., 2012). Dismorfizmi su u našoj studiji češći kod pacijenata sa normalnim 
111 
 
nalazom kliničkog egzomskog sekvenciranja, ipak, nije dobijena statistička značajnost. 
Takođe, u našoj studiji, korelacija dismorfizama sa patološkim nalazom molekularnog 
kariotipa nije ustanovljena. Iako nespecifični, i često prisutni čak i u opštoj populaciji, 
mnogobrojne studije ipak pokazuju da dismorfizmi jesu u korelaciji sa patološkim nalazom 
molekularnog kariotipa (Caramaschi et al., 2014; Preiksaitiene et al., 2014; Roselló et al., 
2014; D’Arrigo et al., 2016; Caballero Pérez et al., 2017; Fan et al., 2018; Maini et al., 
2018). 
Pre prikaza algoritma dijagnostičkog genetičkog testiranja za pacijente sa srednje 
teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim poteškoćama, važno je da istaći da 
trenutno postoji ograničen broj genetičkih testova koji se mogu uraditi u okviru 
zdravstvenog sistema Srbije, a uključuju analizu kariotipa, MLPA analizu, analizu 
molekularnog kariotipa (za manji broj pacijenata), i analize ograničenog broja pojedinačnih 
gena. Sve ostale genetičke testove je o trošku nacionalnih fondova moguće uraditi samo u 
inostranstvu, u slučaju da pacijenti ispunjavaju određene kriterijume koji su definisani od 
strane tih fondova. Za one pacijente sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u 
razvoju/intelektualnim poteškoćama koji date kriterijume ne ispunjavaju, smatramo da bi 
MLPA analiza subtelomernih regiona bila odgovarajući izbor, s obzirom na visoku stopu 
detekcije od 10% u našoj studiji. U slučaju negativnog nalaza, naredni korak u 
dijagnostičkom putu kod ovih pacijenata bi trebalo da bude MLPA analiza 
mikrodelecionih/mikroduplikacionih sindroma, s obzirom da je pokazano da se u 
kohortama pacijenata sa intelektualnim poteškoćama kombinovanjem kitova za 
subtelomerne regione (SALSA MLPA P036/SALSA MLPA P070) i 
mikrodelecione/mikroduplikacione sindrome (SALSA MLPA P245) mogu postići veće 
stope detekcije u poređenju sa primenom pojedinačnih kitova (Pohovski et al., 2013). Time 
bi se pored veće dijagnostičke moći omogućilo i ubrzanje dijagnostičke procedure. U 
slučaju identifikacije delecije i/ili duplikacije primenom MLPA analize, pre donošenja 
definitivnog zaključka o patogenosti identifikovane varijante, neophodno je rezultat 
potvrditi drugim dijagnostičkim testom zbog mogućnosti postojanja polimorfizma na mestu 
vezivanja proba i dobijanja lažno pozitivnog rezultata. Prema preporukama proizvođača u 
tu svrhu se može koristiti drugi MLPA kit ili neka druga analiza kao što je FISH ili 
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molekularni kariotip (https://www.mrcholland.com/). Kod pacijenata sa pozitivnim 
nalazom MLPA analize koji imaju netipičnu kliničku sliku bi u narednom koraku trebalo 
uraditi analizu molekularnog kariotipa sa ciljem identifikovanja veličine varijante i 
eventualnih dodatnih promena u broju kopija.  
Za pacijente sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju/intelektualnim 
poteškoćama, na osnovu rezultata koji su dobijeni u ovoj studiji i njihovog poređenja sa 
podacima iz literature (Shoukier et al., 2013; Caramaschi et al., 2014; Caballero Pérez et 
al., 2017; Fan et al., 2018; Gieldon et al., 2018; Pajusalu et al., 2018), formirali smo 
algoritam genetičkog testiranja prikazan na Slici 14: 
1.  Nakon anamneze i detaljnog fizikalnog i dismorfološkog pregleda, klinički 
genetičar donosi odluku o genetičkom testu koji će biti primenjen sa ciljem 
identifikovanja uzročne varijante.  
2.  Kod pacijenata sa suspektnom aneuploidijom ili sa podatkom iz porodične 
istorije o prisustvu citogenetički vidljivog hromozomskog rearanžmana prvi 
korak može biti analiza kariotipa.  
3.  Kod pacijenata sa jasnom kliničkom slikom mikrodelecionog ili 
mikroduplikacionog sindroma prvi korak može biti MLPA analiza 
mikrodelecionih/mikroduplikacionih sindroma. 
4.  Kod dečaka čija klinička slika odgovara fenotipu sindroma fragilnog X  ili 
porodična anamneza ukazuje na X-vezani obrazac nasleđivanja prvi korak 
može biti analiza trinukleotidnih ponovaka FMR1 gena.  
5.  Kod pacijenata sa specifičnom kliničkom dijagnozom u čijoj osnovi se nalazi 
jedan ili manji broj gena, za koje sekvenciranje „kliničkog egzoma“ nema 
dovoljnu senzitivnost (kao što je neurofibromatoza ili tuberozna skleroza), 
prvi korak u testiranju može biti Sanger sekvenciranje navedenih gena, 
dobro validirana ciljana NGS analiza datih gena ili validirani NGS panel 
(Bean et al., 2019).  
6.  Kod pacijenata sa multiplim major manama i/ili mikrocefalijom i/ili 
dismorfizmima prvi test izbora može biti molekularni kariotip. 
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7.  Kod pacijenata sa jednom ili nijednom major manom ili sa specifičnom 
dijagnozom monogenske bolesti pre testiranja, test prvog izbora može biti 
sekvenciranje „kliničkog egzoma“ ili drugi modaliteti sekvenciranja nove 
generacije kao što su sekvenciranje celog egzoma ili trio egzomsko 
sekvenciranje. 
8.  U slučaju identifikovanja patogene ili verovatno patogene varijante koja se na 
osnovu korelacije sa fenotipom može smatrati uzročnom, testiranje se 
prekida.  
9.  U slučaju identifikovanja varijante nepoznate značajnosti ili pristizanja 
normalnog nalaza molekularnog kariotipa, u narednom koraku treba 
razmotriti sekvenciranje „kliničkog egzoma“. U slučaju identifikovanja 
varijante nepoznate značajnosti ili pristizanja normalnog nalaza 
sekvenciranja „kliničkog egzoma“, treba razmotriti analizu molekularnog 
kariotipa.  
10. Za sve pacijente koji ostanu bez identifikovane uzročne varijante, savetuje 
se periodična reevaluacija kliničkog genetičara i reevaluacija rezultata 





























Slika 15. Algoritam za genetičko testiranje pacijenata sa srednje teškim i teškim zaostajanjem u razvoju i intelektualnim 
poteškoćama.  
Skraćenice: MLPA, srp., višestruko umnožavanje proba zavisno od ligacije; engl,. multiplex ligation probe dependent amplification; VUS, srp., varijanta nepoznatog značaja; engl., variant of 
uncertain significance.
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6. ZAKLJUČCI  
 
1. U studiji su korišćene tri metode genetičkog testiranja: MLPA analiza, analiza 
molekularnog kariotipa i sekvenciranje „kliničkog egzoma“. 
• MLPA metodom je testirano 110 pacijenata. Patogena promena u broju kopija 
je identifikovana kod njih 11: delecija kod šest (54,5%, 6/11), duplikacija 
kod dva (18,2%, 2/11), delecija i duplikacija kod tri (27,3%, 3/11) pacijenta.  
Stopa detekcije MLPA metode u našoj studiji iznosi 10% (11/110). 
• Metodom molekularnog kariotipa je testirano 110 pacijenata. 
Patogena/verovatno patogena varijanta je identifikovana kod njih 29: 
delecija kod 17 (58,6%, 17/29), duplikacija kod sedam (24,1%, 7/29), dok je 
kod pet (17,3%, 5/29) pacijenata identifikovano prisustvo delecije i 
duplikacije. 
Stopa detekcije metode molekularnog kariotipa u našoj studiji iznosi 26,4% 
(29/110). 
• Metodom sekvenciranja „kliničkog egzoma“ je testirano 110 pacijenata. 
Detektovano je 55 patogenih/verovatno patogenih varijanti kod 48 
pacijenata, od toga 37 novih varijanti koje prethodno nisu opisane u 
literaturi. Od identifikovanih varijanti najzastupljenje su bile missense 
(41,8%, 23/55) i nonsense (23,6%, 13/55) varijante. Frameshift, splice-site 
varijante i in-frame delecije su identifikovane kod deset (18,2%, 10/55), šest 
(10,1%, 6/55) i tri (5,4%, 3/55) pacijenta.  
Stopa detekcije metode sekvenciranja „kliničkog egzoma“ u našoj studiji 
iznosi 43,6% (48/110).  
 
2. Identifikovane su retke patogene promene u broju kopija u četiri hromozomska 
regiona: 1p21.1→p13.3, 6q14.1→q15, 2p25.3, 1q32.1→q32.3. U literaturi su 
opisane preklapajuće ali ne i istovetne varijante. Rezultati naše studije mogu 




Takođe, identifikovane su patogene/verovatno patogene varijante u BRAF, 
KAT6B, HERC2, COL18A1 i MITF genima, kod pacijenata čija klinička slika 
odstupa od tipične fenotipske prezentacije, što može upotpuniti naučna saznanja o 
ekspresiji otkrivenih uzročnih varijanti.  
 
3. Ispitivanjem korelacije kliničkih parametara i rezultata molekularnog kariotipa 
utvrđeno je da je patološki nalaz molekularnog kariotipa u korelaciji sa 
prisustvom multiplih major mana i mikrocefalijom. Ispitivanjem korelacije 
kliničkih parametara i rezultata sekvenciranja „kliničkog egzoma“ utvrđeno je da 
je patološki nalaz sekvenciranja „kliničkog egzoma“ u korelaciji sa  prisustvom 
jedne major mane.  
 
4. Na osnovu dobijenih rezultata formiran je dijagnostički algoritam za genetičko 
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